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Zusammenfassung

Die Anpassung an eine sich standig andernde Umwelt gehort zu den entscheidenden Heraus-
forderungen im Leben einer Pflanze. Unter Stress kommt es in Pflanzen zu einer Vielzahl von
Verénderungen mit weitreichenden Folgen sowohl fur den Energie- und Stoffwechsel als auch
fir die Wachstums- und Entwicklungsprozesse. Daraus lassen sich als wichtige Ziele der auf
diese Veranderungen folgenden pflanzlichen Reaktionen neben der Reparatur von Schaden,
die Einstellung optimaler Gleichgewichte der Stoff- und Energieflusse und die Anpassung der
Wachstums- und Entwicklungsprozesse ableiten. Auf der molekularen Ebene sind die Anpas-
sungsreaktionen unter anderem durch Veranderungen der Genexpression beteiligter Faktoren
charakterisiert.

In der vorliegenden Dissertationsschrift wird mit HvFP1 (Hordeum vulgare farnesyliertes
Protein 1) ein solcher Faktor néher untersucht und beschrieben. HvFP1 ist mit einer cDNA-
AFLP Methode als ein durch kombinierten Kalte-Lichtstress induziertes Gen in Gerste
identifiziert worden. Weitere Expressionsanalysen machen deutlich, dass HvFP1 als Kaélte-
stressgen bezeichnet werden kann. Auch bei Wassermangel, erhéhter ABA-Konzentration,
wéhrend der Blattalterung und in Bereichen der Pflanze mit hohem Leitgewebeanteil sind
grollere HVFP1 Transkriptmengen nachweisbar. Die Aminosauresequenz von HvFP1 bein-
haltet eine Schwermetallbindedomane (HMA Domaéne), ein Isoprenylierungsmotiv (CaaX
Box) und ein Kernlokalisierungssignal (NLS). Hinweise fir eine Lokalisierung von HvFP1
im Zellkern liefern Experimente mit entsprechenden GFP-Fusionsproteinen. Die HMA
Domane von HvFP1 spricht fur eine molekulare Funktion als Schwermetallchaperon. Diese
Daten werfen eine Reihe von interessanten Fragen auf. Wofir wird ein Schwermetallchaperon
im Zellkern ben6tigt? Warum ist diese molekulare Funktion bei der Anpassung an niedrige
Temperaturen wichtig? Welche Bedeutung hat die Isoprenylierung fir die molekulare
Funktion?

Analysen zu orthologen Proteinen in Arabidopsis thaliana liefern Informationen die bei der
Suche nach Antworten auf diese Fragen hilfreich sind. Arabidopsis besitzt mindestens 46
Gene, welche flr Proteine mit HMA Doméne und CaaX Box codieren und deshalb als HIPPs
('Heavy metal associated, isoprenylated plant protein’) bezeichnet werden. Computergestitzte
Prognosen und Experimente mit GFP-Fusionsproteinen deuten flr einige dieser HIPPs,
ahnlich wie fiir HvFP1, auf eine Funktion im Zellkern hin. Proteininteraktionsstudien zeigen
eine direkte Wechselwirkung mit Transkriptionsfaktoren der Zinkfinger-Homeodomanen-Fa-
milie an. Fur die Bindung zwischen dem Zinkfinger-Homeodomanen-Transkriptionsfaktor
ATHB29 und HIPP26 in vitro sind die Cysteinseitenketten im MxCxxC Kernmotiv der
Schwermetallbindedoméne von entscheidender Bedeutung. Die Genexpression von HIPP26,
welches die groRte Ahnlichkeit zur Aminosauresequenz von HvFP1 aufweist, wird ebenfalls
durch Kaltestress induziert. Aus den vorliegenden Daten kann die Hypothese abgeleitet
werden, dass Proteine wie HvFP1 und HIPP26 als Schwermetallchaperone Zn**-lonen von
den Transportern an der Plasmamembran zu den Zielproteinen im Zellkern transportieren.
Dabei weisen die durchgefiihrten Genexpressionsanalysen darauf hin, dass die molekulare
Funktion von HvFP1 und HIPP26 fir die Reaktion auf Kalte von groRerer Bedeutung ist.



Summary

Plants have to adapt to an incessantly changing environment. This is one of the most
important challenges in the lifetime of a plant. Environmental caused stress may result in
imbalances of metabolic pathways with substantial impacts to growth and developmental
processes. But plants are able to adapt to unfavourable conditions by repairing damages and
adjusting the metabolic pathways, growth and developmental processes. Changes in the gene
expression ratio of involved factors characterize amongst others the acclimatization response
of plants at the molecular level.

HvFP1 (Hordeum vulgare farnesylated protein 1) is one of these factors in barley. Molecular
aspects of HvFP1 are studied in this thesis. HYFP1 was isolated by a cONA-AFLP method as
a gene responsive to a combined cold and light stress treatment. Further investigations turned
out that HvVFP1 belongs to the group of so called cor-genes (cold regulated genes). HVFP1 is
additionally transiently induced by drought and exogenous applied ABA. HVFP1 mRNAs
accumulate during leaf senescence and in regions of barley plants enriched with vascular
tissues. The HvFP1 amino acid sequence includes a heavy metal associated domain (HMA
domain), an isoprenylation motif (CaaX box) and a nuclear localization signal (NLS). Hetero-
logues expression of GFP-HVFP1 fusion proteins in onion epidermal cells provide experimen-
tal hints for a nuclear localization. The presence of a HMA domain within the HvFP1 amino
acid sequence suggests a molecular function as heavy metal chaperone. All these data raise a
lot of interesting questions. Why need plants a heavy metal chaperone within the nucleus?
What function does the protein perform during acclimatization response to low temperatures?
In order to gain further information, orthologues proteins from Arabidopsis thaliana were
analysed. There are at least 46 genes encoding proteins, so called HIPPs (Heavy metal
associated, isoprenylated plant protein), that contain a HMA domain and a CaaX box together
in one peptide chain. Computer generated prognoses and experiments using GFP fusion
proteins suggest a nuclear localization of some HIPP proteins. Protein-protein interaction
studies reveal direct binding between HIPPs and transcription factors of the zinc finger
homeodomain family. The interaction between the zinc finger homeodomain transcription
factor ATHB29 and HIPP26 depends on the presence of the cysteine residues within the
MxCxxC core metal binding motif of HIPP26. Both HIPP26 that shows a high similarity to
HvFP1 and HvFPL1 itself belong to the group of cor-genes that show a strong induction of
gene expression under cold stress conditions. The presented data suggest that proteins like
HIPP26 and HVFP1 act as heavy metal chaperones which may transport Zn** ions from the
transporter at the plasma membrane to the nucleus, where they are delivered to target proteins.
The molecular tasks of HvFP1 and HIPP26 are required especially in response to low
temperature stress.
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1.1. Pflanzen unter Stress / 1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

1. Einleitung

1.1. Pflanzen unter Stress

Pflanzen leben auf unserer Erde meist in Umgebungen, die sich durch haufig &ndernde Bedin-
gungen auszeichnen. Die Veranderungen einzelner oder mehrer Umweltparameter haben oft
einen direkten Einfluss auf die physiologischen und molekularen Prozesse innerhalb des
pflanzlichen Organismus. Daraus ergeben sich fir die Pflanzen Belastungssituationen, die
vereinfachend als 'Stress' bezeichnet werden. Der Belastungsfaktor wird Stressor genannt. Im
letzten Jahrhundert wurden unterschiedliche Theorien zum biologischen Stresskonzept ent-
wickelt. So bietet unter anderem das urspriinglich von H. Seyle (1936) erarbeitete Konzept
vom dynamischen Stresssyndrom einen logischen Rahmen, innerhalb dessen das Interpre-
tieren experimenteller Daten moglich wird. Larcher (1987) bespricht dieses Konzept und
kombiniert es mit einer Theorie zur Durreresistenz der Pflanzen, welche 1947 von O. Stocker
formuliert worden ist. Danach I6st der Stressor sowohl fur ihn typische spezifische, als auch
allgemeine unspezifische Reaktionen aus. Das Stressgeschehen kann dabei in drei Phasen ein-
geteilt werden. Bei der Alarmreaktion kommt es zur Abweichung von der Funktionsnorm,
welche vor allem durch eine Abnahme der Vitalitat gekennzeichnet ist. In der sich anschlie-
Renden Widerstandsphase reagiert die Pflanze, stellt durch verschiedene Anpassungsprozesse
das Normalverhalten wieder her und steigert ihre Widerstandskraft. Bei weiterhin anhaltender
Belastung wird die Erschopfungsphase erreicht. In diesem Stadium des Stressgeschehens ist
das Anpassungsvermdgen des Organismus Uberfordert. Die Erschdpfungsphase endet mit dem
Tod der Pflanze. Im Mittelpunkt moderner Forschung steht vor allem die Aufklarung der
molekularen Mechanismen, welche es bestimmten Pflanzen ermdglichen, Resistenzen gegen-
uber lang anhaltenden Stressperioden aufzubauen.

Neben biotischen Einflissen, wie Konkurrenz in Pflanzengemeinschaften, Verbiss, Tritt,
Mahd, Insekten-, Pilz-, Bakterien- und Virusbefall haben physikalische und chemische Stres-
soren eine groRRe Bedeutung fir die pflanzliche Entwicklung und damit auch die Héhe land-
wirtschaftlicher Ertrdge. Zu den wichtigsten abiotischen Stressoren gehdren vor allem hohe
und niedrige Temperaturen, Lichtmangel und Lichtlberschuss, Wassermangel, Né&hrstoff-
mangel und Nahrstoffliberschuss, niedrige und hohe Protonenkonzentrationen, Schwermetalle
und hohe Salzkonzentrationen.

Interessant ist, dass bei den unterschiedlichen Stresssituationen Gemeinsamkeiten auftreten,
die sich wie folgt interpretieren lassen. Dem pflanzlichen Organismus steht eine Reihe von
maoglichen Reaktionen zur Verfligung. Je nach Stressor und Belastungssituation muss die
Pflanze mit einer geeigneten Kombination dieser Anpassungsreaktionen antworten. Aus die-
sem Grund haben sich auf der molekularen Ebene komplexe regulatorische Netzwerke ent-
wickelt. Sie ermdglichen eine fein abgestimmte Steuerung von Art und Intensitat der den je-
weiligen Erfordernissen entsprechenden Anpassungsreaktionen. In den folgenden Kapiteln
werden einige der bisher genauer untersuchten molekularen Mechanismen beschrieben, wel-
che bei Stress durch niedrige Temperaturen, Wassermangel und Schwermetallstress, bzw. der
Schwermetallhomdostase von Bedeutung sind.

1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

1.2.1. Schadwirkungen bei Kalte- und Froststress

Niedrige positive Temperaturen fiihren zu sogenanntem Kaltestress. Es kommt zur Desta-
bilisierung von Proteinen und Proteinkomplexen und zur Beeintrachtigung von Enzym-
funktionen. Dies fuhrt zu thermodynamischen Ungleichgewichten mit stark negativem Ein-
fluss auf den kompletten Stoffwechsel. Durch die De-Polymerisierung sowohl der Actin-
filamente als auch der Microtubuli treten Schaden am Cytoskelett auf (Pokorna et al., 2004).
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1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

Zudem kommt es zur Verringerung der Fluiditat zellularer Membranen (Alonso et al., 1997).
Es werden alle Prozesse gestort, die von den semipermablen Membraneigenschaften und der
Funktionalitat der Membranproteine abhéngig sind. Davon ist besonders die Photosynthese in
den Chloroplasten betroffen. Photoinhibition und eine verstarkte Produktion reaktiver Sauer-
stoffspezies kénnen fir die Pflanzen zu einem groRen Problem werden (Teicher et al., 2000;
Tjus et al., 2001; Li et al., 2005; Asada, 2006).

Fallen die Temperaturen unter 0°C verstarken sich die negativen Einflisse auf den
pflanzlichen Organismus erheblich. Bei Froststress, d.h. wenn Pflanzen unter naturlichen Be-
dingungen langsam einfrieren, kommt es zur extrazellularen Eiskristallbildung. Dadurch sinkt
im Apoplasten das Wasserpotential und der Gradient zwischen den apoplastischen und den
zelluldren Wasserpotentialen verandert sich. Entlang dieses Gradienten entsteht zunehmend
osmotischer Druck, der dafiir sorgt, dass den Zellen Wasser entzogen wird (Guy, 1990). Dies
kann in Frost anfalligen Pflanzen zu Plasmolyse-ahnlichen Zusténden fiihren. In Frost toleran-
ten Pflanzen dagegen kann es zur Cytorrhyse kommen, d.h. die Zellwand um die schrump-
fende Zelle kollabiert (Yamada et al., 2002). Wachsende Eiskristalle konnen in lebende Zellen
eindringen und diese zerstoren (Gusta et al., 2004).

1.2.2. Anpassungsmechanismen von Pflanzen bei Kélte- und Froststress

Pflanzen reagieren auf das Absinken der Temperatur. Dabei ist das Ziel der Gesamtheit aller
pflanzlichen Reaktionen das Uberleben des entsprechenden Organismus oder wenigstens der
néchsten Generation und damit der jeweiligen Spezies. Der Energie- und Stoffwechsel muss
den ungunstigen Umsténden angepasst werden.

Wachstumsprozesse werden minimiert. Schaden mussen verhindert, eingeddmmt oder viel-
leicht sogar repariert werden. So muss unter anderem die Entgiftung reaktiver Sauerstoff-
spezies verstarkt werden. Es kommt zur Veranderung der Membranzusammensetzung. Pro-
teine, die zelluldre Strukturen stabilisieren und schitzen, akkumulieren ebenso wie unschéd-
liche aber osmotisch wirksame Substanzen (fiir einen Uberblick siehe Thomashow, 1999;
Humbeck et al., 2007; Ruelland et al., 2009).

In den letzten 20 Jahren sind viele durch Kalte induzierte Gene, sogenannte COR ('cold re-
gulated”), LTI ('low temperature induced’), KIN (‘cold induced’) und COLLI ('cold and light
induced’) Gene identifiziert worden. Dazu kommen Weitere, wie RAB (‘responsive to abscisic
acid’) und ERD Gene (‘early responsive to dehydration’), deren Expression nicht nur durch
niedrige Temperaturen, sondern auch durch Wassermangel oder Abscisinséure angeschaltet
wird. Einige von diesen Genen codierten Proteine, die auch als Dehydrine bezeichnet werden.
Dehydrine besitzen sehr hydrophile Eigenschaften. Sie bleiben nach Aufkochen l6slich und
beinhalten charakteristische Aminoséuresequenzabschnitte, die amphipathische a-Helices bil-
den kénnten und K-Segmente genannt werden (fir einen Uberblick siehe Kosova et al.,
2007). Es wird angenommen, dass Dehydrine unter osmotisch ungunstigen Bedingungen wie
Frost und Wassermangel zur Stabilisierung der Membranen beitragen (Close, 1997). Trans-
gene Arabidopsis Pflanzen, die entweder die Dehydrinpaare RAB18 und COR47, oder LTI29
und LTI30 konstitutiv auf hohem Level exprimieren sind toleranter gegentiber Frost
(Puhakainen et al., 2004). Es sind noch weitere Kaltestressproteine bekannt, denen eine dhn-
liche Membranen stabilisierende Funktion zugeschrieben wird. Dazu gehort unter anderem
das in Plastiden importierte COR15A (Steponkus et al., 1998).

Eine weitere Gruppe von COR Genen codiert fur 'Anti freeze' Proteine (AFPs). So konnten
Tremblay et al., (2005) fir die AFPs TalRI1 und TalRI2 in Weizen nicht nur eine Induktion
der Genexpression durch niedrige Temperaturen, sondern auch deutlich héhere Transkript-
level in frosttoleranteren Winterweizensorten nachweisen. Rekombinant hergestelltes TalRI11
inhibiert die Eiskristallbildung in vitro. Bei AFPs handelt es sich hdufig um sekretorische Pro-
teine, die von PR-Proteinen, d.h. wichtigen Faktoren bei der Pathogenabwehr, abstammen. Es
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1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

wird vermutet, dass sie mit ihren hydrophilen Doménen im Apoplasten an Eiskristalle binden
und dadurch deren Wachstum verhindern (Griffith und Yaish, 2004).

Neben der stressbedingten Neusynthese membranstabilisierender Dehydrine kénnen einige
Pflanzen im Zuge der Anpassung an niedrige Temperaturen und des Aufbaus von Toleranz
gegeniiber Frost die molekulare Zusammensetzung ihrer Membranen verandern. In Winter-
roggen und Hafer kommt es wahrend der Kélteh&rtungsphase zur Erhéhung des Anteils an
Phospholipiden. Die Mengen an Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin Mole-
kilen, bei welchen die beiden Fettsdurereste mindestens einfach ungeséttigt sind, steigen an.
Der Anteil an Cerebrosiden nimmt dagegen ab (Lynch und Steponkus, 1987; Uemura und
Steponkus, 1994). Dies konnte auch fiir Arabidopsis-Blatter nachgewiesen werden. Zusétzlich
verringert sich in den entsprechenden Arabidopsis-Membranen der Anteil an Sterolen, ins-
besondere an freien nichtglykosylierten Sterolderivaten (Uemura et al., 1995). Der Gehalt an
Monogalaktosyldiacylglycerol sinkt und die Mengen an Digalaktosyldiacylglycerol erhéhen
sich im Zuge der Kéltehartung von Winterroggen, sowohl in den inneren als auch in den &u-
Reren Hillmembranen der Plastiden. Der Anteil an Phosphatidylcholin dagegen nimmt wah-
rend der Anpassung an niedrige Temperaturen nur in der auReren Chloroplastenmembran ab
und bleibt in der inneren Membran nahezu konstant. Der Ausgangsgehalt an Phosphatidyl-
cholin ist unter normalen Temperaturbedingungen in den &uf3eren (31,5 mol%) deutlich héher
als in den inneren Plastidenmembranen (8,1 mol%, Uemura und Steponkus, 1997). In den
Membranen des endoplasmatischen Retikulums von Rapskeimlingen steigen wéhrend der
Akklimatisierung an niedrige Temperaturen der Gehalt an Phosphatidylethanolamin und die
Anteile mehrfach ungesattigter Fettsduren in den Membranlipiden (Tasseva et al., 2004). Dass
eine Erhéhung der Menge an mehrfach ungesattigten Fettsauren in den Membranlipiden flr
das Uberleben von Pflanzen bei Kalte sehr wichtig ist, zeigen Experimente mit Arabidopsis
fad2 Mutanten, die eine stark verminderte Aktivitat der 18:1 Ols4uredesaturase aufweisen.
fad2 Pflanzen entwickeln sich unter normalen Temperaturen dhnlich gut, wie die entspre-
chenden Wildtypkontrollpflanzen. Bei 12°C kommt das Streckungswachstum der Bluten-
stdnde in den fad2 Mutanten zum Erliegen. Bluten und Schotchen werden dennoch gebildet.
Bei Umgebungstemperaturen von 6°C sterben fad2 Pflanzen nach ca. 10 Tagen ab (Miquel et
al., 1993).

Wie bereits erwéhnt, ist die Anhdufung von osmotisch wirksamen, aber unschadlichen Sub-
stanzen, sogenannten kompatiblen Soluten, eine wichtige S&ule bei der Anpassung an Kélte
und Frost. Kohlenhydrate, wie Saccharose, Raffinose und Trehalose, aber auch Aminosauren,
wie Prolin, Alanin, Glycin und Serin, Betaine, wie Glycinbetain und Polyamine gehdren zu
den bei der Kaltehartung akkumulierenden osmotisch wirksamen Molekiilen (fiir einen Uber-
blick siehe Ruelland et al., 2009).

Koster und Lynch (1992) konnten nachweisen, dass in Winterroggen wahrend der ca. 28 Tage
dauernden Héartungsphase unter niedrigen positiven Temperaturen sowohl die Saccharose- als
auch die Raffinosegehalte um mehr als das Flinffache ansteigen. Der Gehalt an Glycinbetain
steigt von 287 auf 1294ug g™ Frischgewicht. Der Prolingehalt erhoht sich von 27 auf 262ug
g™ Frischgewicht, erreicht allerdings im Gegensatz zu Saccharose und Raffinose innerhalb
dieses Zeitraumes noch nicht sein maximales Level von weit {iber 500pg g™ Frischgewicht.
Interessant ist, dass sich die Frosttoleranz im gleichen Zeitraum deutlich erhoht (Koster und
Lynch, 1992). Die minimale Temperatur bei der 50% der Roggenprotoplasten Uberleben
(LTso Wert) sinkt von ca. -5°C im nicht gehdarteten Zustand innerhalb von 4 Wochen Har-
tungsphase auf unter -25°C (Uemura und Steponkus, 1989).

Experimente mit transgenen Arabidopsis Pflanzen, die entweder erhohte oder verringerte Ak-
tivitdten der Saccharosephosphat-Synthase (SPS) oder eine verringerte Aktivitat der cytosoli-
schen Fruktose-1,6-bisphosphatase (cFBPase) besitzen, illustrieren die enorme Bedeutung
I6slicher Zucker und Saccharose fiir die Etablierung von Toleranz gegenuber Frost. Strand et
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1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

al., (2003) konnten mit Hilfe dieser Mutanten eine Korrelation zwischen steigenden Gehalten
an loslichen Zuckern oder Saccharose und einer erhdhten Frosttoleranz nachweisen.
Transgene Arabidopsis Pflanzen, welche ein chimares bifunktionelles Enzym bestehend aus
der Hefe Trehalose-6-phosphat-Synthase und der Trehalose-6-phosphat-Phosphatase expri-
mieren, sind ebenfalls toleranter gegentber Frost. Die Zahl von froststressuberlebenden In-
dividuen korreliert mit der H6he des Gehaltes an Trehalose in der jeweiligen transgenen Linie
(Miranda et al., 2007).

Nanjo et al., (1999) gelang es in Arabidopsis durch die Expression von Antisense-RNA die
Aktivitat der Prolindehydrogenase so zu reduzieren, dass in den entsprechenden Pflanzen un-
ter induzierenden Bedingungen deutlich mehr Prolin akkumuliert. Diese anti-prodh Pflanzen
sind toleranter gegeniiber Froststress, was die Bedeutung der Prolinakkumulierung bei der
Kéltehartung deutlich macht.

Glycinbetain akkumuliert im Zuge der Anpassung an niedrige Temperaturen in Pflanzen wie
Roggen (Koster und Lynch, 1992) und Weizen (Kamata und Uemura, 2004), wahrend Arabi-
dopsis, Tomaten, Kartoffel und Reis keine Betaine akkumulieren (Wyn Jones und Storey,
1981). Exogen appliziertes Glycinbetain erhoht jedoch die Kaltestresstoleranz von Tomaten-
pflanzen, die wie bereits erwéhnt natlrlicherweise kein Glycinbetain bilden. Bereits 1mM
Glycinbetain verringert den durch 3°C hervorgerufenen zellularen Verlust von Elektrolyten
und reduziert das Absinken der Photosystem Il Effizienz (Park et al., 2006).

Es sind mittlerweile eine Reihe von Theorien zu den molekularen Mechanismen, welche die
Fragen nach der Wirkung dieser kompatiblen Solute bei Froststress beantworten sollen,
diskutiert worden. Neben der Erhéhung des osmotischen Potentiales und der Absenkung des
Gefrierpunktes in den Zellen, kénnten die kompatiblen Solute an der Stabilisierung von
Membranen und Proteinen beteiligt sein, die Eiskristallbildung beeinflussen und an der
Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies mitwirken (Ruelland et al., 2009).

Eine weitere wichtige Sdule der Anpassung von Pflanzen an niedrige Temperaturen ist die
Neujustierung der Photosyntheseprozesse. In Uberwinternden, immergriinen, mehrjéhrigen
Pflanzen wie Kiefer, Fichte und Efeu reduziert sich die Photosyntheseleistung vor allem unter
Frost sehr deutlich (Oquist et al., 1980; Bolhar-Nordenkampf und Lechner, 1988; Oberhuber
und Bauer, 1991). Bei einem Vergleich zwischen Kiefer und Winterweizen unter Kéltestress
wird hinsichtlich des Netto-CO,-Gasaustausches deutlich, dass die Kiefer mit einer starken
Inhibierung reagiert. Dieser Effekt fallt unter hohen Lichtintensitdten noch stirker aus.
Kéltegeharteter Winterweizen dagegen zeigt keine durch Kaltestress hervorgerufene
Inhibierung des Netto-CO,-Gasaustausches. Weiterhin sinken in Kiefernadeln unter niedrigen
Temperaturen auch die Werte fur die photochemische Quantenausbeute des PSII, der
Chlorophyllgehalt, und die Mengen an D1-Protein, Lhcb5 und besonderes an LHCII
Proteinen, wahrend diese in Winterweizen nahezu konstant bleiben. Diese Daten illustrieren,
dass Uberwinternde einjahrige krautartige Pflanzen unter Kaéltestress einen hohen Bedarf an
Photoassimilaten haben und andere Anpassungsstrategien besitzen, als immergrine
mehrjahrige Pflanzen, die ihre Photosytheseeffizienz und Photosynthesekapazitat generell
absenken (Savitch et al., 2002).

Unter Kalte angezogene Pflanzen von frosttoleranten Roggen- und Weizensorten besitzen
eine hohere maximale Photosynthesekapazitat als unter normalen Bedingungen angezogene
Pflanzen, die dann aber ebenfalls niedrigen Temperaturen ausgesetzt werden. Dies korreliert
mit einem hoheren Level an oxidiertem Plastochinon Qa in den unter Kalte angezogen Pflan-
zen. Weniger frosttoleranten Sorten fehlt diese Anpassungsfahigkeit (Huner et al., 1993). Inte-
ressant in diesem Zusammenhang ist auch, dass unter normalen Bedingungen entwickelte
Blatter nicht in der Lage sind, eine vollstandige Resistenz gegen durch Kélte verursachte
Photoinhibition aufzubauen, die sich wéhrend der Kaltephase neu entwickelten Blatter dage-
gen schon (Boese und Huner, 1990).
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1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

Die hohere Netto CO,-Assimilation in Winterweizenblattern, deren Entwicklung bei Kalte
stattgefunden hat, korreliert mit einer verstarkten Saccharose- und Fruktanbiosynthese in den
Blattern und einem starkeren Export in apikale Bereiche der Pflanze. Eine Reihe von Enzym-
aktivitaten, wie die der Saccharosephosphatsynthase, der Saccharosesynthase (in Synthese-
Richtung), der Saccharose-Saccharosefructosyltransferase und der Invertasen sind in den ak-
klimatisierten Blattern deutlich erhéht (Savitch et al., 2000). Dahinter verbirgt sich eine wich-
tige Anpassungsreaktion, durch die eine verstarkte Rickfuihrung von anorganischem Phosphat
(Pi) bewirkt wird. Dies verringert die sonst bei Kélte beobachtete Limitierung an freiem Pi,
welche Hurry et al., (1993) als Ursache fir die Inhibierung der CO,-Assimilation unter Kélte-
stress identifiziert haben. Auch in Arabidopsis Pflanzen sind die durch Kalte hervorgerufene
Limitierung an freiem Pi und die damit verbundene Aktivierung der Saccharosebiosynthese
ein Schlusselelement bei der Wiederherstellung der Photosyntheseaktivitat unter Kaltestress
und beim Aufbau der vollstdndigen Frosttoleranz. Die Proteingehalte und die Aktivitaten der
Saccharosebiosyntheseenzyme Saccharosephosphatsynthase und der cytosolischen Fruktose-
1,6-bisphosphatase werden wéhrend der Akklimatisierung unter Kaltestress erhoht. Zudem
steigen auch die Aktivitaten der Enzyme des Calvinzykluses. In phol-2 Mutanten, welche
geringere Mengen an freiem Pi aufweisen, sind diese Prozesse und die damit verbundene
Frosthéartung verbessert. In pho2-1 Mutanten, welche hohe Mengen an freiem Pi aufweisen,
ist die Fahigkeit zur Kaltehartung verringert (Hurry et al., 2000).

Eine weitere Anpassungsreaktion von Pflanzen bei Kaltestress ist die verstarkte Abgabe tber-
schussiger Lichtenergie in Form von Warme mittels Zeaxanthin- und ApH-abhangiger Pro-
zesse am Photosystem Il. Bei Kaéltestress erhohen sich die Mengen der Xanthophyllzyklus-
molekile Violaxanthin, Antheraxanthin und Zeaxanthin generell. Bei Uberschissiger Anre-
gung von Photosytem I, wie es unter Bedingungen mit niedrigen Temperaturen oft der Fall
ist, erhdhen sich die Mengen an Antheraxanthin und Zeaxanthin. Dies konnte unter anderem
fir Weizen (Hurry et al., 1992) und Gerste (Montane et al., 1999) nachgewiesen werden.
Antheraxanthin und Zeaxanthin sind nicht in der Lage die Anregungsenergie auf Chlorophyll
a Molekile zu Ubertragen. Sie sorgen flr eine erhohte Abgabe der Anregungsenergie in Form
von Warme. Dies Uberfiihrt unter photoinhibitorischen Bedingungen vor allem die Photosys-
teme 1l vom Status der effizienten Energieumwandlung in einen Status verstarkter Warmeab-
gabe. Dies verringert den Teil der Gberschissig absorbierten Energie, welcher zu photooxida-
tiven Schéden flhrt. Arabidopsis npgl Mutanten besitzen keinen Xanthophyllzyklus, da ihnen
die Funktion der Violaxanthindeepoxidase fehlt. Diese Mutanten sind innerhalb der ersten 2
Tage nach Transfer in eine Umgebung mit 10°C und 1000uE m™s™ starker von Photoinhibi-
tion betroffen. Im weiteren Stressverlauf kommt es jedoch sowohl in den entsprechenden
Wildtypkontrollen als auch in den npgl Pflanzen zur Anpassung auf etwa gleichem Niveau
(Havaux und Kloppstech, 2001). Dies zeigt, dass der Xanthophyllzyklus vor allem bei der
schnellen Anpassung an kurzfristige erh6hte Mengen von Exzitonen wichtig ist.

Dagegen hat die Akkumulation von Flavonoiden unter Kaltestress, &hnlich wie die bereits
besprochenen Anpassungsprozesse zur Verringerung der durch Kélte hervorgerufenen Limi-
tierung an freiem Pi, fir einige Pflanzen eine groRe Bedeutung bei der langfristigen Akklima-
tisierung. Havaux und Kloppstech, (2001) konnten stérkere photoinhibitorische Effekte und
vermehrt photooxidative Schéden in Arabidopsis Mutanten mit verringerter Flavonoidbio-
synthese nachweisen. Die dabei untersuchten Pflanzen wurden fur 6 Tage mit 8°C und
1000uEm%s™ behandelt. Den deutlichsten Effekt zeigen die tt5 Mutanten, welchen neben den
bei Grinlicht absorbierenden Anthocyanen auch bei UV/Blaulicht absorbierende Flavonoide
fehlen.

Eine weitere wichtige S&ule der Anpassung an Kaéltestress ist eine verstarkte und effizientere
Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies. In Roggenbléttern steigen wéhrend der Frosthartung
die Mengen an Radikalfangern wie a-Tocopherol, Carotinoiden und Superoxiddismutase so-
wie die Konzentrationen an Glutathionreduktase und den Antioxidantien Ascorbat und Glu-
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tathion (Streb et al., 1999). In Kalte sensitiven Pflanzen wie Mais erhoht sich unter Kéalteein-
wirkung (4°C) die Genexpression der mitochondrialen Katalase CAT3. Keimlinge, die fir 3
Tage bei 14°C akklimatisiert worden sind, zeichnen sich durch héhere CAT3 Transkriptlevel
sowie hohere CAT3 und Guaiacol Peroxidase Enzymaktivitaten aus. Akklimatisierte Mais-
keimlinge weisen nach einem Transfer in eine Umgebung mit 4°C deutlich geringere Mengen
an H,0, auf und besitzen eine hohere Uberlebensrate als nicht angepasste Pflanzen (Prasad et
al., 1994). Guo et al., (2006) gelang es durch einen Vergleich von kaltetoleranten und kalte-
sensitiven Reissorten die Bedeutung einer effektiveren Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies
aufzuzeigen. In den untersuchten kéltetoleranten Kultivaren sind der Elektrolytverlust, der
H,0, Gehalt und das AusmaR der Lipidperoxidation, gemessen anhand der Mengen an Sub-
stanzen die mit Thiobarbiturat reagieren, deutlich verringert. Dies korreliert mit erhdhten En-
zymaktivitaten der Superoxiddismutasen, Katalasen, Ascorbatperoxidasen und groReren
Mengen an Antioxidantien wie Ascorbat und reduziertem Glutathion. Transgene Sufkartof-
felpflanzen, welche die Nukleotiddiphosphatkinase AtNDPK2 aus Arabidopsis unter Kon-
trolle eines durch Stress induzierten Promotors exprimieren, besitzen neben der unter Kalte-
stress erhohten NDPK Aktivitat auch groRere Peroxidase-, Ascorbatperoxidase- und Katala-
seaktivitaten. Diese transgenen Pflanzen sind nicht nur resistenter gegentiber Superoxidgene-
rierendem Methylviologen, sondern auch toleranter gegentber abiotischem Stress, wie Was-
sermangel, Salz- und Kaltestress. Die Autoren flihren die erhohte Stresstoleranz auf die Akti-
vierung der antioxidativ wirkenden Enzyme zurtick (Kim et al., 2009).

Neben den bereits besprochenen Veranderungen zellularer Membranen kommt es im Zuge der
Anpassung an Kaltestress und der Frosthértung auch zu Veranderungen der Blattmorphologie
und des strukturellen Aufbaus der Zellwénde. Winterroggenblatter, die sich unter Kéltebedin-
gungen entwickelt haben, sind aufgrund 1,5fach langerer Mesophyllzellen insgesamt dicker
und besitzen eine geringere Anzahl Stomata pro Blattflache. Auch die Zellwénde von Bilindel-
scheidenzellen sind in akklimatisierten Pflanzen deutlich dicker als in nichtakklimatisierten
(Huner et al., 1981). Solecka et al., (2008) konnten an Winterrapsblattern mit fortschreitender
Kéltehértung eine steigende Zugfestigkeit der Zellwande messen. Zudem erhdhen sich in Ab-
héngigkeit von der Dauer der Kéltebehandlung auch der Zellwandanteil am Gesamttrocken-
gewicht, der Pektingehalt und die Pektinmethylesteraseaktivitat. Diese Verédnderungen korre-
lieren mit der entsprechend erhdhten Toleranz gegenuber Frost.

Waéhrend der Anpassung an Kalte kommt es auch zu Verénderungen des Cytoskelettes. So-
wohl Actin- als auch Tubulinfilamente depolymerisieren (Pokorna et al., 2004). Dass diese
Verénderungen bei der Perzeption niedriger Temperaturen von Bedeutung sind, wird im fol-
genden Kapitel besprochen. In mit kéltebehandelten Tabakzellen akkumuliert Tubulin wéh-
rend der Interphase im Zellkern (Schwarzerova et al., 2006). Farajalla und Gulick, (2007)
konnten die differentielle Expression einer Reihe von Tubulingenen in Weizen unter Kélte-
stress nachweisen. Obwohl die exakten molekularen Zusammenhange noch zu kldren sind,
illustrieren diese Daten, dass Veranderungen im Aufbau des Cytoskelettes bei der Anpassung
an niedrige Temperaturen wichtig sind.

1.2.3. Signalperzeption und Signalweiterleitung bei Kélte

Uber welche Signale nehmen pflanzliche Zellen niedrige Temperaturen wahr? Welche regu-
latorischen Netzwerke leiten die eben besprochenen Anpassungsreaktionen ein? In den zu-
rickliegenden Jahren ist intensiv nach Antworten auf diese wichtigen Fragen gesucht worden.
Vieles deutet darauf hin, dass sowohl die Membranen als auch das Cytoskelett in Verbindung
mit einem raschen Anstieg der Ca?* lonen Konzentration im Cytosol bei der Perzeption nied-
riger Temperaturen eine entscheidende Rolle spielen. Innerhalb von 20 Minuten nach Absin-
ken der Temperatur von 25°C auf unter 15°C steigt der Influx von Ca* lonen in Alfalfa Zel-
len auf das 20fache (Monroy und Dhindsa, 1995). Orvar et al., (2000) gelang ebenfalls an
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1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

Alfalfa Protoplasten der Nachweis, dass sowohl Veranderungen der Membranfluiditat als
auch Veranderungen von Actinfilamenten des Cytoskelettes fiir den Einstrom von Ca?* lonen
ins Cytosol verantwortlich sind. So unterbindet Benzylalkohol durch seinen positiven Einfluss
auf die Membranfluiditat den tiblichen Influx von Ca** lonen ins Cytosol bei 4°C. Entspre-
chend mit Benzylalkohol behandelte Alfalfa Protoplasten weisen eine geringere Frosttoleranz
und ein deutlich niedrigeres Transkriptlevel des Kaltestressgenes cas30 auf. Alfalfa Zellen,
die mit Jasplakinolid behandelt worden sind, zeigen die gleichen Reaktionen bei niedrigen
positiven Temperaturen. Jasplakinolid erhoht die Stabilitat der Actinfilamente des Cytoske-
lettes, bzw. induziert deren Polymerisierung. Eine Behandlung von Alfalfa Protoplasten mit
Dimethylsulfoxid (DMSO) oder mit Cytochalasin D flhrt bei optimalen Temperaturen von
25°C zu einem deutlich ansteigenden Ca®* Einstrom, zu erhéhter Frosttoleranz und héheren
cas30 Transkriptmengen. DMSO setzt die Fluiditdt von Biomembranen herab. Cytochalasin
D destabilisiert die Actinfilamente des Cytoskelettes. Promotor-Reportergen Experimente mit
transgenem Raps zeigen ebenfalls, dass sowohl die Fluiditat der Membranen und der Zustand
des Cytoskelettes als auch der Einstrom von Ca* lonen ins Cytosol wichtige Komponenten
bei der Signalperzeption von niedrigen Temperaturen sind (Sangwan et al., 2001).

Dodd et al., (2006) konnten zeigen, dass die durch Kélte induzierte transiente Erhéhung der
cytosolischen Ca?* Konzentration von der circadianen Uhr beeinflusst wird. Der Kalte abhén-
gige Ca** Einstrom ins Cytosol ist auch bei Dauerlicht im Zeitraum der urspriinglichen Licht-
phase signifikant groler als im Zeitraum der urspringlichen Dunkelphase.

Die durch das Signal 'Kalte' erhéhte Konzentration an Ca** lonen im Cytosol aktiviert eine
Reihe von regulatorisch wirksamen Proteinen. Bekannt sind vor allem Calmoduline, Calmo-
dulin bindende Transkriptionsaktivatoren, Calcium/Calmodulin abhédngige Proteinkinasen,
Calcineurin B-like Proteine (CBL Proteine), mit CBL interagierende Proteinkinasen und die
Phospholipasen C und D (Dodd et al., 2010; Ruelland et al., 2009).

Werden Arabidopsis thaliana Pflanzen mit W7 (N-(6-Aminohexyl-5-chlor-1-naphthalinsulfo-
namid, einem Antagonisten von Calmodulin und Calcium abhangigen Proteinkinasen) behan-
delt, verlieren sie die Fahigkeit der Ké&ltehartung. Des Weiteren ist eine deutlich geringere
Induktion der Transkriptmengen der Kéltestressgene kinl und kin2, ausgeldst durch niedrige
positive Temperaturen, nachweisbar (T&htiharju et al., 1997). W7 bindet Calciumionen im
Cytosol und transportiert sie aus den Zellen heraus. Doherty et al., (2009) gelang in Arabi-
dopsis der Nachweis, dass der Calmodulin bindende Transkriptionsaktivator CAMTAS3 an der
Induktion der Genexpression des bei der Kéltehdrtung wichtigen Transkriptionsfaktors CBF2
durch niedrige Temperaturen beteiligt ist. Pflanzen mit einer Doppelmutation camtal/camta3
besitzen nach einer Kéltehartungphase von einer Woche bei 4°C eine geringere Frosttoleranz
als entsprechende Wildtypkontrollen.

Yang et al., (2010) konnten aus einer Arabidopsis Kaltestress-cDNA-Bibliothek die
Ca**/Calmodulin abhéngige Rezeptor-ahnliche Proteinkinase CRLKZ1 isolieren. Die Ge-
nexpression der CRLKZ1 ist auf Transkriptebene sowohl durch niedrige positive Temperaturen
als auch durch H,O; induziert. Entsprechende crlkl Mutanten reagieren sensitiver auf Kalte-
und Froststress als Wildtyppflanzen. Diese geringere Toleranz gegentiber Kalte und Frost
korreliert mit der verzdgerten Induktion der Transkripte bekannter Kéltestressgene wie CBF1,
RD29A, COR154a, and KIN1.

Eine durch Kalte induzierte Genexpression ist mittlerweile fur eine Reihe von Genen, die fiir
CBL Proteine und mit CBL Proteinen interagierenden Proteinkinasen codieren, nachgewiesen
worden (z.B. Cheong et al., 2003; Kim et al., 2003; Pandey et al., 2004; Mahajan et al., 2006;
Zhang et al., 2008). Dass CBL Proteine bei der Signalweiterleitung unter Kaltestress eine
wichtige Rolle spielen, zeigen unter anderem Experimente mit Arabidopsis Mutanten. Pflan-
zen, die CBL1 nicht bilden kdnnen, sind toleranter gegeniiber Frost. Pflanzen, die konstitutiv
deutlich mehr CBL1 bilden, sind sensitiver als die entsprechenden Kontrollpflanzen (Cheong
et al., 2003).

15



1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

Die Aktivitat der Phospholipasen C und D wird durch niedrige Temperaturen induziert.
Ruelland et al., (2002) gelang mit Arabidopsis Zellkulturen der Nachweis, dass Kélte inner-
halb weniger Minuten die Bildung von Inositol-(1,4,5)-triphosphat (InsP3) induziert. InsP;
und Diacylglycerin entstehen durch Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat.
Phospholipase C katalysiert diese Reaktion.

Eine &hnlich schnelle Induktion der Phospholipase D Aktivitdt durch Kalte konnte anhand
einer verstarkten Bildung von Phosphatidylbutanol nachgewiesen werden. Phosphatidylbuta-
nol wird in Anwesenheit von Butanol im Medium, katalysiert durch die Phospholipase D, bei
der Spaltung von Phosphatidylcholin oder Phosphatidylethanolamin gebildet.

Werden den Zellkulturen der Calciumkanalblocker La** oder der Calciumchelator EGTA zu-
gegeben, sinkt die kalteabhangige Bildung von Phosphatidylsdure und InsP3. Das illustriert
die Bedeutung des kalteabhangigen Ca®*-Influxes fiir die Induktion der Aktivitaten von
Phospholipase C und D und untermauert die Rolle von Calcium bei der Signalweiterleitung
unter Kaltestress.

Vergnolle et al., (2005) konnten ebenfalls unter Verwendung von Arabidopsis Zellkulturen
eine Reihe durch Kaltestress regulierte Gene isolieren, deren Genexpression von der Aktivitat
der Phospholipasen C oder D beeinflusst wird. In DNA-Microarray Transkriptomanalysen
wurden Proben, bei denen entweder die Produktion von Phosphatidylsdure durch die
Phospholipase D inhibiert war oder die Aktivitat der Phospholipase C durch das Aminosteroid
U73122 herabgesetzt wurde, unter Kaltestress mit entsprechenden Kontrollen verglichen. Die
Daten zeigen, dass das Signal Kalte zur Regulation der Transkriptlevel von 50 Genen (ber die
Phospholipase C, von 79 Genen uber die Phospholipase D und von 8 Genen (ber beide
Signaltransduktionskomponenten weitergeleitet wird.

Arabidopsis Mutanten, die keine Phospholipase D& (pldo) synthetisieren kdnnen, reagieren
trotz Kaltehartung sensitiver auf Frost als entsprechende Wildtypkontrollen. Nicht an Kélte
akklimatisierte plds Pflanzen zeichnen sich durch die gleiche Frosttoleranz wie entsprechende
Wildtypkontrollen aus. Mutanten, die konstitutiv mehr Phospholipase D& exprimieren, besit-
zen eine erhohte Toleranz gegendber Froststress (Li et al., 2004). Diese Daten machen deut-
lich, wie wichtig die Aktivitat der Phospholipase D& fur die Ausbildung der Frosttoleranz in
Pflanzen ist.

Es konnten mittlerweile auch Daten an Arabidopsis Mutanten erhoben werden, die zeigen
dass Inositolpolyphosphate wichtige Molekiile bei der Signalweiterleitung unter Kaltestress
sind. fieryl/hos2 Mutanten, die keine Inositiolpolyphosphat 1-Phosphatase bilden kdnnen,
reagieren sensitiver auf Kaltestress als entsprechende Wildtypkontrollen. Es wird angenom-
men, dass die fehlende Inositiolpolyphosphat 1-Phosphataseaktivitat in den fieryl/hos2 Mut-
anten und die dadurch veranderten Konzentrationen an Inositolpolyphosphaten zu einer Sto-
rung der Signalweiterleitung bei Kaltestress flihren und somit flir den beobachteten Kalte sen-
sitiven Phénotyp verantwortlich sind (Xiong et al., 2004). Uber die weiteren Signalkompo-
nenten, welche von den Signalmolekilen wie der Phosphatidylsdaure und den Inositolpo-
lyphosphaten als Reaktion auf das Signal Kalte aktiviert werden, liegen bisher keine genauen
Erkenntnisse vor (Ruelland et al., 2009). Testerink et al., (2004) gelang es, an Phosphatidyl-
séure bindende Proteine mit potentiell regulatorischer Funktion aus Pflanzen zu isolieren.
Darunter finden sich Proteine wie eine SNF1-dhnliche Proteinkinase, 14-3-3 Proteine, GTP
bindende Proteine und eine Untereinheit der Proteinphosphatase PP2A. Die Bedeutung dieser
Komponenten bei der Signalweiterleitung unter Kaltestress ist bisher allerdings unklar.
El-Khatib et al., (2007) beschreiben, dass es innerhalb weniger Minuten nach Einsetzen von
Kéltestress bei einer Reihe von Proteinen, welche aus Arabidopsis Zellkulturen isoliert wur-
den, zu einer Veranderung des Phosphorylierungszustandes kommt. Diese Daten weisen dar-
auf hin, dass auch die Aktivitdten von Proteinkinasen und Proteinphosphatasen fiir die Sig-
nalweiterleitung bei Kéltestress und der entsprechenden Akklimatisierung an niedrige Tempe-
raturen wichtig sind. Neben Calcium abhangigen Proteinkinasen, Ca®*/Calmodulin abhangi-
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1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

gen Proteinkinasen, CBL-Protein abh&ngigen Proteinkinasen und MAPKinasen konnten
mittlerweile auch Proteinphosphatasen mit einer Funktion bei Kalte in Verbindung gebracht
werden.

Monroy et al., (1993) konnten 10 Proteine aus Medicago sativa Zellkulturen isolieren, deren
Phosphorylierungsstatus durch eine Behandlung mit 4°C fiir 3h veréndert wird. Interessant ist,
dass diese kélteabhangig veranderten Phophorylierungsmuster unter Verwendung des Calci-
umkanalblockers La®*" oder eines Antagonisten von Calmodulin bzw. Ca** abhéngigen Prote-
inkinasen etwa auf das Niveau der unbehandelten Kontrollen reduziert werden konnen.
Promotor-Reportergen Experimente mit transgenem Raps zeigen unter Verwendung generel-
ler und spezifischer Inhibitoren die grof’e Bedeutung der Aktivitat von Proteinkinasen und
Phosphatasen. So unterbindet unter anderem ein Proteinkinase C spezifischer Inhibitor (1-(5-
Isochinolin-Sulfonyl)-2-Methylpiperazin-Dihydrochlorid) die durch Kalte induzierte Akti-
vierung der Genexpression am Promotor des Kaltestressgenes BN115. Entsprechend behan-
delte Bléatter zeichnen sich durch eine geringere Frosttoleranz aus. Eine Behandlung mit den
Proteinphosphatase Inhibitoren Okadeinsdaure und Calyculin A (CalyA), welche sowohl die
Proteinphosphatase 1 als auch die Proteinphosphatase 2A inhibieren, flihrt bei einer optimalen
Temperatur von 25°C zur Induktion der Genexpression am BN115 Promotor und erhdhter
Frosttoleranz (Sangwan et al., 2001).

Eine Induktion der MAPKinase 2 Aktivitét ist an Kalte behandelten Arabidopsis Protoplasten
nachweisbar. Die MAPK2 wiederum aktiviert durch Phosphorylierung die MAPKinasen 4
und 6 in Arabidopsis Pflanzen. Diese MAPK2 abhangige Aktivierung ist bereits innerhalb
von 15 Minuten nach Absinken der Temperatur auf 4°C detektierbar. Arabidopsis Mutanten,
die keine MAPK2 bilden kdnnen, sind sensitiver, Mutanten die MAPK2 konstitutiv exprimie-
ren resistenter gegenutiber Froststress als entsprechende Wildtypkontrollpflanzen. Die
Transkriptlevel einiger Kaltestressgene, unter anderem die der regulatorisch wichtigen
Transkriptionsfaktoren CBF2 und CBF3, sind unter optimalen Temperaturen deutlich indu-
ziert, wenn die Pflanzen mit kiinstlich erhohter MAPK2 Aktivitat ausgestattet sind (Teige et
al., 2004). Diese Daten beweisen, dass die MAPKinasen an der Signalweiterleitung bei nied-
rigen Temperaturen beteiligt sind und einen messbaren Einfluss auf die Genexpression bei
Kaltestress haben.

1.2.4. Regulation der Genexpression bei Kélte

Fur eine gut abgestimmte Kaltestressantwort und das Aufbauen der Frosttoleranz besitzen
Pflanzen komplexe regulatorische Netzwerke. Mit den an der Signalperzeption und an der
Signalweiterleitung beteiligten Komponenten (Kapitel 1.2.3.) wurde bereits ein wichtiger Teil
dieser molekularen Steuerung ndher beschrieben. Ein weiterer wichtiger Teil ist die gezielte
Veranderung der Genexpression. Unter Kaltestress und wahrend der Kaltehartung finden
enorme Veranderungen der Expression einer Vielzahl von Genen statt. Es ist zu vermuten,
dass dabei alle moglichen Ebenen der Regulation involviert sind.

Globale Transkriptanalysen mittels DNA-Microarray-Technik illustrieren, dass in Arabi-
dopsis thaliana die mMRNA Mengen von einer groRen Zahl von Genen unter Kaltestress ver-
andert werden. VVogel et al., (2005) haben in entsprechenden Experimenten 514 Gene mit ver-
andertem Transkriptlevel unter Kélteeinwirkung identifiziert. Hannah et al., (2005) gehen
davon aus, dass etwa 45% aller Gene in Arabidopsis durch Ké&lte verdnderte mRNA Mengen
aufweisen. VVon etwa 100 dieser durch Kélte regulierten Gene ist bekannt, dass deren Expres-
sion unter dem Einfluss des sogenannten CBF Regulons steht (Maruyama et al., 2004;
Gilmour et al., 2004; Vogel et al., 2005). CBF steht fur 'C-repeat binding factor' und be-
schreibt eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die aufgrund des entsprechenden DNA Bin-
demotives zur Klasse der pflanzlichen APETALA2/'Ethylen responsive element binding pro-
tein' (AP2/EREBP) Transkriptionsfaktoren gehoren. Das Arabidopsis Protein CBF1 ist 1997
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1.2. Stress durch niedrige Temperaturen

von Stockinger und seinen Kollegen durch Bindung an das als C-repeat bezeichnete cis-Ele-
ment erstmals identifiziert und charakterisiert worden. In Arabidopsis thaliana existieren mit
CBF1, CBF2 und CBF3 drei durch Kalte induzierte CBF Gene. Bereits 15 Minuten nach
Transfer der Pflanzen in eine Umgebung mit 2,5°C ist ein deutlicher Anstieg der mRNA
Mengen von CBF1 und CBF2 nachweisbar (Gilmour et al., 1998). Alle drei CBF Gene zeigen
einen transienten Induktionsverlauf mit einem Maximum nach 3h.

24h nach Einsetzen von Kalte sinkt das CBF Transkriptlevel auf ein sehr niedriges Niveau
(Zarka et al., 2003). Chinnusamy et al., (2003) konnten mit dem MY C-like basic Helix-Loop-
Helix Transkriptionsfaktor ICE1 (‘Inducer of CBF Expression 1) einen weiteren wichtigen
Schalter fir die Induktion der Genexpression durch Kalte identifizieren. Es wird vermutet,
dass ICE1 bei niedrigen Temperaturen durch Phosphorylierung aktiviert wird (Chinnusamy et
al., 2007). Zudem ist die Aktivitdt der SUMO-E3-Ligase SIZ1 fiir die Anpassung bei Kalte
wichtig. Es wird vermutet, dass SIZ1 den Transkriptionsfaktor ICEL stabilisiert. Es konnte in
vitro nachgewiesen werden, dass durch die entsprechende Sumoylierung das Polyubiquitinie-
rungslevel von rekombinant erzeugtem ICE1 sinkt (Miura et al., 2007). Die SIZ1 vermittelte
Sumoylierung kénnte somit der Degradation durch Ubiquitinierung und anschlieRendem pro-
teolytischen Abbau entgegenwirken. Das die blichen Mengen ICEL Protein durch die Akti-
vitdt der E3 Ubiquitinligase HOS1 negativ beeinflusst werden, konnte u.a. durch entspre-
chende 'Gain- und loss-of function' Arabidopsis Mutanten gezeigt werden (Dong et al., 2006).
Zarka et al., (2003) ist es gelungen mit ICErl und ICEr2 zwei cis-Elemente im CBF2 Pro-
motor zu identifizieren, die fur die Induktion der Genexpression von CBF2 durch Kailte es-
sentiell sind. Da icel Mutanten &hnliche CBF2 Transkriptlevel wie entsprechende Wildtyp-
kontrollpflanzen aufweisen (Chinnusamy et al., 2003), wird vermutet, dass es weitere ICE1
ahnliche Transkriptionsfaktoren geben muss, die fiir die beobachtete Induktion von CBF2
verantwortlich sind (Zarka et al., 2003).

Fursova et al., (2009) konnten mit ICE2 einen Transkriptionsfaktor charakterisieren, der unter
anderem fur die Regulation des CBF1 Genes verantwortlich ist. Unter Verwendung von
Transkriptomanalysen und Genomdaten konnten Computer-gestiitzt zwei weitere potentielle
cis-Elemente (ICEr3 und ICEr4) in den Promotoren Kalte-regulierter Gene vorhergesagt
werden (Benedict et al., 2006).

Interessant ist auch, dass CBF2 einen negativen Einfluss auf die transkriptionsaktivierende
Funktion von CBF1 und CBF3 hat. cbf2 Mutanten sind toleranter gegentiber Frost und besit-
zen unter Kaltestress deutlich hthere CBF1 und CBF3 mRNA Mengen als entsprechende
Wildtypkontrollpflanzen (Novillo et al., 2004).

Mit ZAT12 und MYBI15 sind zwei Repressoren der CBF Gene identifiziert worden. Beide
weisen eine dahnliche Induktionskinetik unter Kaltestress auf, wie die CBFs selbst.
35S::ZAT12 Pflanzen sind ohne Kaltehartung toleranter gegentiber Frost. Die Induktion der
CBF Gene bei niedrigen positiven Temperaturen fallt in den 35S::ZAT12 Pflanzen deutlich
geringer aus (Vogel et al., 2005). Sowohl das cis-regulatorische Element ICEr3 als auch
ICEr4 befinden sich im Promotorbereich von ZAT12 (Benedict et al., 2006). Der R2R3-Typ-
Myb Transkriptionsrepressor MYB15 bindet an Typ-1I-Myb DNA Motive, die in den Pro-
motoren von CBF1, CBF2 und CBF3 vorkommen. MYB15 Proteine interagieren sowohl in
Hefe als auch in vitro mit ICEL. In 35S::MYB15 Pflanzen liegen die CBF Transkriptlevel
nach 3h Kaltestress niedriger als in den entsprechenden Kontrollpflanzen. In myb15 'loss of
function' Mutanten sind die mMRNA Mengen von CBF1, CBF2 und besonders von CBF3 unter
Kélteeinwirkung hoher, als in den Kontrollpflanzen (Agarwal et al., 2006). Die DEAD-box
RNA Helikasen STRS1 und STRS2 und das CTD-Phosophatase-like 1 Protein
(CPL1/FIERY?2) konnten ebenfalls als Repressoren der CBF Genexpression identifiziert wer-
den (Kant et al., 2007, Xiong et al., 2002). Ein weiterer interessanter Regulator des CBF Re-
gulons ist FVE, eine Untereinheit des Histondeacetylase-Komplexes. Kim et al., (2004)
konnten Arabidopsis acgl Mutanten isolieren, deren FVE Transkriptlevel in Northern-Analy-
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sen unterhalb der Detektionsgrenze liegt. Diese Mutanten tragen ein GUS-Reportergen mit 4
kiinstlich hintereinander angeordneten CRT/DRE DNA-cis-Elementen. Unter Kalteeinwir-
kung zeigen die acgl Pflanzen eine deutlich schnellere und stérkere Reportergenaktivierung
als die entsprechenden Kontrollen.

Unterhalb der Regulationsebene des CBF Regulons gibt es eine Reihe weiterer Faktoren, die
die Expression der Kéltestressgene beeinflussen. Dazu gehoren aktivierende Faktoren, wie
SFR6 (Knight et al., 2009), das C2H2 Zinkfinger-Protein SCOF-1 (Kim et al., 2001) und der
NAC Transkriptionsfaktor LOV1 (Yoo et al., 2007), aber auch Repressoren, wie der R2R3-
Typ Myb Transkriptionsfaktor HOS10 (Zhu et al., 2005), der Homeodomanen Transkriptions-
faktor HOS9 (Zhu et al., 2004) und das WD40-repeat Protein HOS15. Interessant ist, dass
HOS15 an Histon H4 binden kann und einen Einfluss auf den Grad der Acetylierung von
Histon H4 hat. hos15 Mutanten reagieren sensitiv auf Frost (Zhu et al., 2008). Der Einfluss
von Regulatoren wie HOS15 und FVE bei der Anpassung an niedrige Temperaturen zeigt,
dass epigenetische Regulationsmechanismen bei Kéltestress von Bedeutung sind. Ein weiteres
Beispiel fiir den Einfluss epigenetischer Prozesse auf die Anpassung an Kélte ist das Poly-
comb Protein EMF2. Polycomb Proteine veréandern z.B. durch Histonmethylierung den Zu-
stand bestimmter DNA-Bereiche, was unter anderem zu einer geringeren Transkriptionsakti-
vitat in den betroffenen Bereichen fihren kann. emf2 Mutanten zeichnen sich unter normalen
Temperaturbedingungen durch erhéhte CBF1, LOV1, COR15A und KIN1 Transkriptlevel im
Vergleich zu den Wildtypen aus (Kim et al., 2010b).

Mittlerweile sind einige posttranskriptionelle Regulatoren von Kaltestressgenen bekannt.
Karlson et al., (2002) konnten mit WCSP1 (‘wheat cold shock protein 1) ein potentielles
MRNA Chaperone aus Weizen isolieren. Die Genexpression von WCSP1 wird durch niedrige
Temperaturen induziert. Rekombinant hergestelltes WCSP1 bindet in vitro dsDNA, ssDNA
und RNA Ribohomopolymere. Die Autoren vermuten, dass WCSP1 eine wichtige regulatori-
sche Bedeutung bei der Kaltehartung besitzt. Als eine mogliche Funktion von WCSP1 ware
unter anderem die Destabilisierung von Sekundarstrukturen in mRNA Molekiilen denkbar,
welche zu einer effizienteren Translation der betreffenden Transkripte fiihren kénnte.

Dunn et al., konnten bereits 1996 mit BLT801 ein Kaéltestressgen in Gerste identifizieren, wel-
ches fur ein Glycin-reiches RNA bindendes Protein codiert. Wie wichtig Glycin-reiche RNA
bindende Proteine fir den Prozess der Kéltehdrtung sind, zeigen Experimente mit Arabidopsis
grp7 Mutanten, welche deutlich sensitiver auf Frost reagieren (Kim et al., 2008). Interessant
ist, dass dieser sensitive Phéanotyp gegenlber Frost sowohl durch das Arabidopsis Kailte-
schockprotein CDSP1 (Park et al., 2009) als auch durch die Oryza Glycin-reichen RNA bin-
denden Proteine OsGRP1, OsGRP4 und OsGRP6 (Kim et al., 2010) komplementiert werden
kann.

Lee et al., (2006) konnten mit STA1 einen pr&-mRNA-Spleil}faktor identifizieren, der unter
anderem fur das korrekte SpleiRen der COR15A mRNA verantwortlich ist. stal Mutanten
reagieren sensitiv auf niedrige positive Temperaturen.

Sunkar und Zhu, (2004) konnten erste Hinweise flr eine Funktion von microRNAs bei Kilte
sammeln. miR393 ist durch eine 24h andauernde Behandlung der entsprechenden Arabidopsis
Pflanzen mit 0°C deutlich induziert und miR389a.1 reprimiert. In Brachypodium akkumulie-
ren miR172 und miR397 unter Kéltestress (Zhang et al., 2009).

Eine groRe Zahl von Genen und Regulatoren, die bei Kéltestress und Frosthartung von Be-
deutung sind, haben auch bei Wassermangel, Salz- und Schwermetallstress wichtige Funktio-
nen. So konnten unter anderem Seki et al., (2002) 22 Arabidopsis Gene identifizieren, deren
Expression sowohl bei Trockenheit, K&lte- und Salzstress induziert ist. Darunter befinden sich
z.B. die Transkriptionsfaktoren DREB2A und Constans-like 1.

Der Promotor eines Metallothioneines (OsMT2b) aus Reis wird nicht nur durch hohe Zink-
lonen Konzentrationen, sondern auch durch ABA und osmotischen Stress aktiviert (Ren and
Zhao, 2009). Ein weiteres Metallothioneingen aus Reis OsMT1a wird ebenfalls durch Zink-
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ionen und osmotischen Stress induziert. Transgene Pflanzen, die deutlich mehr OsMT1a bil-
den, akkumulieren nicht nur mehr Zink, sondern sind auch toleranter gegentiber Trockenstress
(Yang et al., 2009). Es ist denkbar, dass die groRe Anzahl von bei Kalte verstarkt exprimierten
Transkriptionsfaktoren, welche Zn?* als Cofaktor benétigen, einen Einfluss auf die Homé-
ostase dieses essentiellen Schwermetalles innerhalb der Pflanze hat.

1.3. Stress durch Wassermangel

1.3.1. Schadwirkungen bei Wassermangel

Langere Phasen ohne Regen fuhren bei Pflanzen zu sogenanntem Trockenstress. Die damit
verbundene Abnahme der Menge des fur die Pflanze verfligbaren Wassers stellt ein ernstes
Problem fur den pflanzlichen Stoffwechsel dar. Wassermangel inhibiert die Wachstums- und
Entwicklungsprozesse in Pflanzen. Besonders dramatisch sind die Effekte auf Pflanzen, die
vor dem erfolgreichen Abschluss der Samenbildung von Trockenstress betroffen sind. Unter
besonders ungunstigen Umsténden fihrt Trockenheit sogar ganzlich zum Stillstand der
pflanzlichen Entwicklung, welche dann mit dem Tod des Organismus endet. Die Zellteilung
und die Zellstreckung werden durch Wassermangel sowohl in vegetativen als auch in genera-
tiven Organen und Geweben negativ beeinflusst.

Trockenstress kann wahrend der generativen Phase, in der die ménnlichen und die weiblichen
Gametophyten gebildet werden, zu Anomalien bei der Entwicklung von Pollen, Samenanla-
gen und zur Degenerierung der Zygote fuhren (Saini und Westgate, 2000; Boyer und
Westgate, 2004). Dies ist vor allem fur landwirtschaftliche Nutzpflanzen von enormer Be-
deutung, da diese zunehmend auch in Gebieten angebaut werden, die aus 6kologischer Sicht
als Standort eher ungeeignet sind.

Die Schadwirkungen von Wassermangel umfassen das Absinken des Wasserpotentiales (V)
und damit einhergehend des Turgors, die Inhibierung von Zellwachstum und Zellwandsyn-
these, eine verringerte Nahrstoffversorgung und den anhaltenden Stomataverschluss verbun-
den mit niedrigeren Transpirationsraten, geringerer CO, Assimilation und der Inhibierung der
Photosynthese (Hsiao, 1973; Chaves et al., 2009). Unter Trockenstress werden verstarkt reak-
tive Sauerstoffspezies gebildet. VVor allem in photosynthetisch aktivem Gewebe sind oxidative
Schéden nachweisbar. Price und Hendry, (1991) konnten im Spross verschiedener Graser
unter Wassermangel eine verstéarkte Lipidperoxidation, verringerte Chlorophyll- und Protein-
konzentrationen nachweisen. Lipidperoxidation wird anhand erhéhter Malonylaldhydmengen
gemessen. Dagegen konnten nur geringfligige Veranderungen der Protein- und Malonylald-
hydmengen in den Wurzeln der entsprechend mit Trockenheit gestressten Pflanzen gemessen
werden.

Bei starker Dehydratation kann es aufgrund des groRen Wasserverlustes zur Kristallisierung
zelluldrer Komponenten kommen (Ingram und Bartels, 1996). Das Schrumpfen der Zellen,
die Komprimierung des Cytoplasma, die Verringerung des Volumen der Vakuolen und das
Auffalten der Zellwénde sind generelle Effekte, die beim Austrocknen auf ultrastruktureller
Ebene beobachtet werden kénnen. Bei sehr niedrigen Wasserpotentialen ab -15bar und tiefer
sind zunehmend mehr Fetttropfchen, Golgi-Vesikel und Zellen mit zerstorten Plasma- und
Tonoplastenmembranen zu beobachten (Fellows und Boyer, 1978).

1.3.2. Anpassungsmechanismen in Pflanzen bei Wassermangel

Zu den generellen Zielen der pflanzlichen Anpassungsreaktionen unter Bedingungen mit
Wassermangel gehoren die Verringerung des Wasserverlustes, eine erhdhte Wasseraufnahme,
das Justieren der osmotischen Verhéltnisse, das Anpassen von Energie- und Stoffwechsel und
der Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies. Um diese Ziele zu erreichen, kommt es zu einer
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Reihe von molekularen, zellularen und physiologischen Verdnderungen. Dabei gibt es nicht
nur zwischen unterschiedlichen Arten, sondern auch zwischen unterschiedlichen Genotypen
einer Art z. T. grolRe Unterschiede. So zeichnen sich gegentiber Trockenheit tolerante Mais-
sorten, die generell hohere Mengen an ABA aufweisen, bereits unter optimalen Bedingungen
durch eine xeromorphere Blattanatomie aus. Sie haben eine geringere Blattflache als sensitive
Sorten, einen groReren LeitgefaBquerschnitt, weniger und kleinere Stomata (Ristic und Cass,
1991). Parsons und Howe, (1984) konnten zeigen, dass sich Phaseolus acutifolius im Ver-
gleich zu zwei Phaseolus vulgaris Sorten besser an Wassermangelbedingungen anpasst und
bei sinkendem relativen Wassergehalt einen hoheren Turgor aufrecht erhalten kann. Rosmari-
nus officinalis reagiert auf Trockenheit unter anderem mit Verédnderungen der Blattanatomie.
Die Epidermiszellen und die Interzellularen im Blattgewebe sind deutlich kleiner (Olmos et
al., 2007).

Ein sehr grol3er Teil des Wasserverlustes einer Pflanze kann durch das SchlieRen der Stomata
verhindert werden. Die Stomata reagieren sowohl auf kurzfristige Veranderungen des Was-
serpotentiales in den Blattern als auch langfristig in Abhangigkeit von Abscisinsdure, welche
beim Austrocknen der Erde in den Wurzeln freigesetzt wird und tiber den Transpirationsstrom
in die Blatter gelangt (fiir einen Uberblick siehe Buckley, 2005; Davies und Zhang, 1991).
Um die Wasseraufnahme unter Trockenstress zu verbessern, konnen einige Pflanzen das Ver-
héltnis zwischen Spross und Wurzel verandern. In Soja-Keimlingen wird das Hypokotyl-
wachstum mit abnehmendem Wasserpotential im Boden deutlich inhibiert, wéhrend das Wur-
zelwachstum konstant bleibt (Creelman et al., 1990). In Baumwoll-Keimlingen wird neben
der Inhibierung des Sprosswachstums das Wachstum von Haupt- und Seitenwurzeln unter
Trockenheit sogar angeregt (Pace et al., 1999). Rodrigues et al., (1995) konnten fiir drei unter-
schiedliche Okotypen der Lupine einen signifikanten Anstieg der GroRe des Wurzelsystems
nachweisen. Dabei féllt besonders die deutliche Zunahme an sehr feinen Wurzeln in tieferen
Bodenschichten auf.

Ahnlich wie bei Kéltestress (siehe Kapitel 1.2.2.), akkumulieren unter Wassermangel organi-
sche osmotisch wirksame Substanzen, wie Prolin, Betaine, Mannitol, Fructane, Trehalose.
Obwohl die Erhéhung der Osmolaritat in den Zellen durch die Anhaufung dieser osmotisch
wirksamen Substanzen unbestritten ist, wird ihre Bedeutung fiir die Einstellung geeigneter
osmotischer Bedingungen unter Stress kontrovers diskutiert (Hare et al., 1998).

Eine weitere Gemeinsamkeit der Anpassung an Kalte- und Trockenstress ist die verstarkte
Synthese von Dehydrinen. Dehydrine gehdéren zu den bei der Samenentwicklung wichtigen
Proteinen der LEA Gruppe Il (‘late embryogenesis abundant’, siehe Allagulova et al., 2003
fir einen Uberblick). In gegeniiber Trockenstress toleranteren Weizensorten wird die Ge-
nexpression einiger Dehydrine bereits bei hoheren relativen Wassergehalten induziert
(Rampino et al., 2006). In den letzten Jahren konnten viele weitere Gene bzw. Proteine identi-
fiziert werden, deren Expression durch Wassermangel verandert wird (siehe Kapitel 1.3.4.).
Aber wie nehmen pflanzliche Zellen iberhaupt wahr, dass weniger Wasser verfugbar ist?

1.3.3. Signalperzeption und Signalweiterleitung bei Wassermangel

Es wird vermutet, dass die Perzeption des Signals 'Wassermangel' an verschiedenen Stellen in
den Pflanzen erfolgt und Uber mehrere Signalwege weitergeleitet wird. Zhu, (2002) stellt in
diesem Zusammenhang die folgenden Signalwege in den Mittelpunkt.

1. Reaktionswege, die fur das Einstellen des osmotischen Gleichgewichtes wichtig sind.

2. Reaktionswege, welche fiir die Entgiftung toxischer Stoffe und Metabolite, wie z.B. reak-
tive Sauerstoffspezies, verantwortlich sind und

3. Signalwege, welche die Wachstums- und Entwicklungsprozesse steuern.
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Um die molekularen Zusammenhénge zu verstehen, die fir das Justieren des osmotischen
Gleichgewichtes von Bedeutung sind, ist es sinnvoll, das Geschehen sowohl auf der Ebene
der Organe als auch auf zellularer Ebene zu betrachten.

In einer Reihe von Untersuchungen an unterschiedlichen Pflanzen konnte nachgewiesen wer-
den, dass bei Trockenheit das Absinken des Wasserpotentiales im Boden unter anderem die
Synthese von ABA in den Wurzeln induziert (Walton et al., 1976; Hubick et al., 1986;
Lancho and Baker, 1986). Innerhalb der Wurzeln einiger Arten unterbinden die erhéhten
ABA Mengen die Produktion von Ethylen und die damit einhergehende Inhibierung des Wur-
zelwachstums (Ober und Sharp, 2007). Uber den Transpirationsstrom im Xylem gelangt ABA
anschlieBend in den Spross und die Blatter (Davies und Zhang, 1991). Je nach Zelltyp und
Gewebe 16st ABA dann unterschiedliche Reaktionen aus. Dazu gehdren das SchlieRen der
Stomata und die Veranderung der Genexpression (Schroeder et al., 2001; Bray, 2002). Neben
ABA werden noch eine Reihe weitere Faktoren, wie z.B. Cytokinine, der pH-Wert im Xylem-
saft, Ethylenvorstufen und Malat als Signale diskutiert, Gber welche Wurzeln das Signal
'Wassermangel' zu den oberirdischen Organen tibermitteln (Schachtman und Goodger, 2008).
Seit vielen Jahren wird auf der zellularen Ebene nach Sensoren gesucht, welche fiir die Per-
zeption von Veranderungen im Wasserpotential verantwortlich sind. Experimente an Wurzel-
haaren sprechen eher flr die Existenz eines '‘Osmo-Sensors' und weniger fiir einen "Turgor-
Sensor'. Wird der Turgor direkt durch eine Drucksonde erhoht, sind keine verédnderten Memb-
ranpotentiale und keine veranderten Membranleitfahigkeiten messbar. Dagegen flhrt ein indi-
rekter Einfluss auf den Turgor durch Behandlung mit unterschiedlich osmolaren L&sungen
sowohl zu veranderten Membranpotentialen als auch zu verénderten Leitfahigkeiten (Lew,
1996).

Die osmotischen Verdnderungen an den Membranen fuhren sowohl bei Wassermangel als
auch bei Salzstress ahnlich wie bei niedrigen Temperaturen (siehe Kapitel 1.2.3.) zu einem
Einstrom von Calcium-lonen in das Cytosol. Unter Verwendung entsprechender Inhibitoren
konnte eine Beteiligung von L-Typ Calciumkanéalen und den Aktivitdten der Phospholipase C
und der myo-Inositol-1-Phosphatase am Ca**-Influx nachgewiesen werden (Knight et al.,
1997). Eine besondere Rolle spielt der Calcium-Influx bei der Regulierung der Spaltoffnun-
gen. Verschiedene Stimuli wie ABA, CO,, oxidativer Stress, InsP;, CADPR und niedrige
Konzentrationen an Kalium-lonen im Apoplasten bewirken durch den Einstrom von Ca*™" ins
Cytosol das SchlielRen der Stomata (McAnish et al., 1997).

Die Aktivitat der Prolin-reichen Extensin-ahnlichen Rezeptorkinase PERK4 spielt flr den
durch ABA induzierten Calcium-Influx ins Cytosol von Arabidopsis Zellen ebenfalls eine
wichtige Rolle (Bai et al., 2009).

Die Calcium-lonen binden im Zellplasma an Ca'*-abhéngige Proteinkinasen, CBL-Proteine
und Calmoduline und leiten so das Signal "Wassermangel' weiter. Es konnte mittlerweile eine
Reihe von Beispielen fir die Calcium-vermittelte Signaltransduktion bei Wassermangel be-
schrieben werden.

CBL1 ist ein wichtiger von Calcium abhé&ngiger Regulator bei abiotischem Stress. Das CBL1
Protein beeinflusst die Genexpression von einigen wichtigen Trockenstressgenen positiv, wie
z.B. die des Transkriptionsfaktors DREB2A. Dagegen ist die Wirkung auf die Expression des
bei Kaltestress bedeutsamen Transkriptionsfaktors DREBL1A negativ. Interessanterweise rea-
gieren cbll Mutanten sensitiv auf Salz- und Trockenstress und tolerant auf Froststress, wéh-
rend die Uberexpression von CBL1 in MAS::CBL1 Mutanten eine gesteigerte Sensitivitit auf
Frost und eine hohere Toleranz gegeniiber Salz- und Trockenstress bewirkt (Cheong et al.,
2003).

Die Aktivitat der mit den CBL-Proteinen CBL1 und CBL 9 interagierenden Proteinkinase
CIPK23 ist flr Arabidopsis Pflanzen unter Trockenstress sehr wichtig. In cipk23 Mutanten
reagieren die Stomata hypersensitiv auf ABA (Cheong et al., 2007).
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35S::CBL5 Arabidopsis Mutanten exprimieren typische Trockenstressgene, wie DREB2A,
RD29A, RD29B, RAB18, aber auch Kaéltestressgene, wie COR15A, KIN1 und CORA47, starker
als entsprechende Kontrollpflanzen. Die 35S::CBL5 Pflanzen sind toleranter gegeniiber Tro-
ckenheit und Salzstress (Cheong et al., 2010).

Magnan et al., (2008) konnten mit CML9 ein Calmodulin in Arabidopsis identifizieren, des-
sen Expression auf Transkriptebene sowohl durch Wassermangel als auch durch ABA-Appli-
kation, Salz- und Kéltestress induziert wird. cml9 Mutanten reagieren in Keimungstests hy-
persensitiv auf ABA und sind toleranter gegentiber Salz- und Trockenstress.

Yang et al., (2010b) berichten Uber eine Calcium/Calmodulin bindende Rezeptorkinase
GsCBRLK aus Glycine soja, deren Expression auf mRNA Level in Blattern ahnlich wie bei
AtCML9 durch Wassermangel, ABA-Applikation, Salz- und Kaltestress induziert wird.
35S::GsCBRLK Mutanten reagieren in Keimungs- und Wurzelwachstumstests toleranter ge-
genuber ABA-Applikation und hohen Salzkonzentrationen.

Durch die heterologe Expression einer Ca™* abhéngigen Proteinkinase ACPK aus Weintrau-
ben in Arabidopsis entstehen Pflanzen die sensitiv auf ABA reagieren und sich durch die ver-
anderte Genexpression einiger Stressgene wie RAB18, KIN1 und KIN2 auszeichnen (Yu et al.,
2007).

Der beim SchlieRen der Stomata wichtige Anionen-Kanal SLAC1

wird von der Ca*™ abhingigen Proteinkinase CPK21 reguliert (Geiger et al., 2010).

Die Genexpression der Ca’™ abhingigen Proteinkinase CPK6 aus Arabidopsis wird durch
Wassermangel und Salzstress induziert. 35S::AtCPK6 Mutanten zeigen eine erhéhte Toleranz
gegeniiber Wassermangel und Salzstress. Die Expression ausgewéhlter Trockenstressgene,
wie RD29A, RD29B und RD22, Kaéltestressgene, wie COR15A und KIN1, und der Gehalt an
freiem Prolin sind unter Stressbedingungen in den 35S::AtCPK6 Mutanten erhoht. Die Lipid-
peroxidation ist in den Pflanzen mit kinstlich erhdhten Mengen an AtCPK6 unter Stressbe-
dingungen deutlich reduziert (Xu et al., 2010).

All diese Daten machen deutlich, welchen bedeutenden Einfluss die Erhéhung der Konzent-
ration von Ca**-lonen im Cytosol bei der Signalweiterleitung in Pflanzen unter Trockenheit
und Salzstress hat. Der Ca*™*-Influx aktiviert wie oben beschrieben eine Reihe von Proteinki-
nasen, wodurch u. a. tber eine Veranderung der Genexpression eine Anpassung an Trocken-
heit erfolgt.

Dass Ca'"-abhangige Proteinkinasen durch Phosphorylierung die Aktivitdt von Transkripti-
onsfaktoren regulieren, konnte z.B. fiir AtCPK32 gezeigt werden. AtCPK32 phosphoryliert
den Leucin-Zipper Transkriptionsfaktor ABF4, von dem bekannt ist, dass seine Aktivitat
durch ABA induziert wird (Choi et al., 2005).

Hirayama et al., konnten bereits 1995 nachweisen, dass die Genexpression der Phospholipase
C AtPLC1 in Arabidopsis unter Wassermangel, Kélte- und Salzstress induziert wird. Rekom-
binant erzeugte AtPLC1 zeigt die typischen Ca™" abhéingigen Aktivitaten sowohl fiir die Hyd-
rolyse von InsP, als auch InsP.

Die Genexpression der Phospholipase C BnPLC2 wird in Raps ebenfalls unter Wassermangel,
Kélte- und Salzstress induziert (Das et al., 2005). Durch die kinstlich erhéhte Phospholipase
C-Aktivitat in transgenem Mais konnte die Toleranz gegenlber Trockenstress in den entspre-
chenden Pflanzen verbessert werden. Besonders eindrucksvoll ist, dass die ZmUBI::ZmPLC1
Pflanzen unter Wassermangel héhere Ertrage als die entsprechenden Wildtypkontrollpflanzen
produzieren (Wang et al., 2008).

Diese Beispiele illustrieren die Bedeutung des Phosphoinositol-Reaktionsweges unter Tro-
cken-, Kélte- und Salzstress. In Pflanzen hat insbesondere die Bildung von InsPg eine wich-
tige Funktion bei der Freisetzung von Calcium-lonen und der Signalweiterleitung unter os-
motisch ungiinstigen Bedingungen (Munnik und VVeermeer, 2010).

Eine weitere interessante Gruppe von Proteinen, die an der Perzeption von Wassermangel und
ABA mitwirken, sind die Rezeptor-Histidinkinasen. In Arabidopsis existieren sechs Rezeptor-
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Histidinkinasen, welche nicht fir die Bindung von Ethylen verantwortlich sind. AHK2,
AHK3 und CREL1, sind an der Signaltransduktion von Cytokinin beteiligt. Flr die Rezeptor-
Histidinkinasen AHK2 und AHK3 konnten Tran et al., (2007b) eine Rolle als negative Regu-
latoren bei der Trockenstressantwort nachweisen. Dagegen hat AHKL1 eine positive Funktion
unter Wassermangel. ahkl Mutanten reagieren sensitiv auf Trocken- und Salzstress. Eine
Reihe von wichtigen Trockenstressgenen werden in den ahkl Mutanten deutlich schwécher
exprimiert. Transgene Pflanzen, die artifiziell erhéhte AHK1 Mengen besitzen, sind gegen-
uber Wassermangel deutlich toleranter. Interessant ist, dass AHK1 auch bei der Samenent-
wicklung eine wichtige Funktion innehat. So weisen ahkl Mutanten in Samen unter anderem
geringere Level an entsprechend spezifischen Transkripten und Speicherproteinen auf
(Wohlbach et al., 2008).

Die SnRK2 Proteinkinasen SnRK2D, SnRK2E und SnRK21 sind fir die Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktoren ABI5, ABF2/AREB1 und AREB3 wichtig und scheinen somit fir
deren Aktivierung von Bedeutung zu sein. Entsprechende dreifach snrk2d/e/i Mutanten zeigen
eine verringerte Expression ABA-abhangiger Gene, eine gestorte Samenentwicklung
(Nakashima et al., 2009) und reagieren sensitiv auf Wassermangel (Fujita et al., 2009).
Weiterhin gibt es experimentelle Hinweise darauf, dass auch die MAP Kinase Kaskade als
wichtige Komponente bei der Signalweiterleitung unter Trockenstress eine Rolle spielt.

Die MAP Kinase 4 aus Medicago sativa wird sowohl durch Wassermangel als auch durch
niedrige Temperaturen aktiviert (Jonak et al., 1996). Matsuoka et al., (2002) konnten eine
Aktivierung der MEKZ1, einer MAP Kinase Kinase aus Arabidopsis thaliana, unter Trocken-
stress, nachweisen. Interessanterweise fuhren Kalte, Salzstress und Verwundung ebenfalls zur
Aktivierung der AtMEK1.

Ein weiteres Signal, welches bei morphologischen, ontogenetischen und metabolischen Pro-
zessen regulatorische Einflisse hat, ist der zelluldre Redoxstatus (Pastori und Foyer, (2002);
Kacperska, (2004)). Das Redoxpotential im Cytosol verandert sich unter Trockenstress nach-
weisbar in Richtung oxidierende Bedingungen. Diese Veranderung kann durch Wiederbewas-
serung ruckgangig gemacht werden (Jubany-Mari et al., 2010).

1.3.4. Regulation der Genexpression bei Wassermangel

Die im Kapitel 1.3.3 besprochenen Signalwege fuihren zu Verédnderungen der Expression einer
grofRen Zahl von Genen (Kreps et al., 2002; Seki et al., 2002).

Matsui et al., (2008) konnten mehr als 2400 durch Trockenstress induzierte und mehr als 2000
entsprechend reprimierte Arabidopsis thaliana Gene identifizieren. In Reis werden 582 Gene
in den Blattern, 1257 Gene im Spross und 614 Gene in den Rispen unter Wassermangel ver-
starkt exprimiert (Zhou et al., 2007). In Gerste konnten 3330 durch Trockenstress differentiell
exprimierte Gene nachgewiesen werden (Tommasini et al., 2008).

An der Regulation der Genexpression bei Wassermangel ist eine grof3e Zahl von Transkripti-
onsfaktoren beteiligt.

Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, (2006) unterteilen diese nach deren Abhangigkeit vom
Phytohormon ABA in zwei Gruppen.

Zu den ABA-unabh&ngigen Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana, welche fur die
Anpassung an Trockenheit relevante Gene induzieren, gehtéren u.a. DREB2A und DREB2B
(Liu et al., 1998). Die Expression der entsprechenden Gene DREB2A und DREB2B wird nicht
nur durch Trockenheit, sondern auch bei Salzstress induziert (Nakashima et al., 2000).
DREB2A und DREB2B gehotren zu den ERF/AP2-Doménen Transkriptionsfaktoren. Sie bin-
den, ahnlich wie die bei Kaltestress wichtigen und ebenfalls zu dieser Proteinfamilie gehéren-
den CBFs an CRE/DRE cis-Elemente in den Promotoren der Zielgene (Sakuma et al., 2002).
Zu den ABA-abhéngigen Transkriptionsfaktoren in Arabidopsis thaliana zahlen unter ande-
rem CBF4/DREBI1D (Haake et al., 2002), NFYAS (Li et al., 2008), ANAC019, ANACO055,
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ANACO072/RD26 (Fujita et al., 2004; Tran et al., 2004), AZF2, STZ (Sakamoto et al., 2004),
MYC2 (Abe et al., 1997) , MYB2 (Urao et al., 1993), ABI5 (Liu und Stone, 2010) und ABF1
bis ABF4 (Choi et al., 2000). Es gibt experimentelle Hinweise, dass die Calcium-abhangige
Proteinkinase AtCPK32 den Transkriptionsfaktor ABF4/AREB2 durch Phosphorylierung
aktiviert (Choi et al., 2005).

Die SnRK2 Proteinkinasen SnRK2D, SnRK2E und SnRK21 sind fir die Phosphorylierung der
Transkriptionsfaktoren ABI5, ABF2/AREB1 und AREB3 wichtig und scheinen somit flr
deren Aktivierung von Bedeutung zu sein. (Nakashima et al., 2009, Fujita et al., 2009). ABF2,
ABF3 und ABF4 aktivieren ABA-abhangige Gene als Homo- und Heterodimere, u.a. in
Pflanzen unter Trocken- und Salzstress. Dreifach abf2/3/4 Mutanten reagieren sensitiver auf
Wassermangel als entsprechende Kontrollpflanzen (Yoshida et al., 2010).

Der Arabidopsis Transkriptionsfaktor HDG11 ist ebenfalls an den komplexen Regulations-
prozessen bei Wassermangel beteiligt. HDG11 besitzt neben einer Homeodoméne, die fir die
DNA Bindung verantwortlich ist, eine START-Domane, welche vermutlich fiir Wechselwir-
kungen mit anderen regulatorischen Faktoren wichtig ist. Interessant ist, dass HDG11 die
Transkription von sowohl CIPK3 (Calcineurin B-like interagierende Proteinkinase 3, Ca™*
Signalkomponente), ERECTA (Leucine-rich-repeat-Rezeptorkinase, reguliert neben der Ent-
wicklung der Blltenstdnde auch die Transpirationseffizienz), als auch NCED3 (9-cis Epoxy-
carotinoiddioxygenase, ABA-Biosynthese) aktivieren kann. Mutanten mit entsprechend er-
hohten Mengen an HDG11 sind toleranter gegenlber Trockenstress. Sie besitzen groRere
Mengen an ABA und Prolin und zeichnen sich durch eine erhohte Superoxiddismutase-AKkti-
vitdt aus. Zu den Trockenstress-relevanten anatomischen Besonderheiten der HDG11 Mutan-
ten gehodren ein starkeres Wurzelwachstum und eine geringere Anzahl an Stomata pro Blatt-
flache (Yu et al., 2008).

Der Zinkfinger-Homeodomanen-Transkriptionsfaktor ZFHD1/ATHB29 hat gemeinsam mit
den NAC Transkriptionsaktivatoren ANAC019, ANACO055 und ANACOQ72 eine wichtige
Funktion bei der Induktion Trockenstress-relevanter Gene und der Etablierung einer Toleranz
gegeniiber Wassermangel (Tran et al., 2007a).

Karaba et al., (2007) konnten mit HARDY einen AP2/ERF-like Transkriptionsfaktor identifi-
zieren, dessen verstarkte Expression ebenfalls zu Trockenstress-toleranten Pflanzen mit gro-
Rerem Wurzelsystem und erhéhter Expression Trockenstress-relevanter Gene fihrt.

Weiterhin ist der Arabidopsis Transkriptionsfaktor AtMYB44 an regulatorischen Prozessen
im Zuge der Anpassung an Wassermangel und Salzstress beteiligt. atmyb44 Mutanten reagie-
ren sensitiv bei Trockenheit und hohen Salzkonzentrationen (Jung et al., 2008).

Interessant ist, dass sich sowohl die Genexpression als auch die Aktivitat einiger dieser
Transkriptionsfaktoren nicht nur unter Trockenstressbedingungen verstarken, sondern auch
bei Kélte-, Salz- und kunstlich erzeugtem osmotischen Stress angeschaltet werden. Dies legt
Gemeinsamkeiten der entsprechenden Anpassungsreaktionen nahe, welche sich auch in glo-
balen Expressionsanalysen wieder spiegeln. In Reis reagieren ca. 30% der jeweils differentiell
exprimierten Gene sowohl bei Trockenheit als auch bei Salzstress (Zhou et al., 2007). In
Gerste liegen 4% der induzierten und ca. 3% der reprimierten Gene bei Kélte- ebenso wie
unter Trockenstress entsprechend reguliert vor (Tommasini et al., 2008). Dass es bei Tro-
ckenheit, Wassermangel, Kalte und Frost auch zu Verdnderungen der Verfiligbarkeit von
Nahrstoffen im Allgemeinen und Mikronahrstoffen wie Zink, Eisen, Kupfer, Mangan und
Nickel im Speziellen kommt, ist bisher kaum beachtet worden. Dabei erscheint die Frage nach
den molekularen Zusammenhangen, welche zwischen den Reaktionen von Pflanzen auf Tro-
ckenheit und Kalte sowie den Prozessen der Schwermetallhomdostase und der pflanzlichen
Entwicklung bestehen, durchaus interessant.
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1.4. Schwermetallstress und Schwermetallhomdostase

1.4.1. Toxische und essentielle Schwermetalle

Es existiert keine eindeutige, allgemein akzeptierte Definition, die festlegt, welche Elemente
zur Gruppe der 'Schwermetalle’ gehéren. Meist werden mit dem Begriff Schwermetall die
Metalle bezeichnet, deren Dichte groRer als 5 g-cm™ ist. Oxidierte Schwermetalle, wie Zn?*,
Cu?* oder Cu™*, Fe*, Mn** und Ni** sind fiir eine groRe Zahl an Proteinen als Cofaktor wich-
tig (Hansch und Mendel, 2009). In den entsprechenden Metallproteinen sind sie durch ihre
besonderen physikochemischen Eigenschaften von grof3er Bedeutung flr deren jeweilige ka-
talytische oder molekulare Funktion. In der "The Arabidopsis Information Resource’ TAIR
Datenbank sind 1272 Proteine gelistet, deren Funktion mit Zn®* in Verbindung steht. Weiter-
hin kénnen in der TAIR Datenbank 108 Kupfer-abhéangige, 106 Eisen-abhéngige, 12 Mangan-
abhangige und 4 Nickel-abhangige Arabidopsis Proteine gefunden werden. Diese Zahlen ma-
chen deutlich, warum die entsprechenden Schwermetalle als Mikronahrstoffe eine groRe Be-
deutung fur die pflanzliche Entwicklung besitzen. Ein Vergleich der hohen, in Pflanzen ge-
speicherten, Mengen an essentiellen Schwermetallen mit den fir die Wurzeln in den meisten
Bdden verfugbaren Konzentrationen illustriert, welche erstaunlich effizienten pflanzlichen
Aufnahme-, Transport- und Speichermechanismen existieren (Kréamer et al., 2007). Umwelt-
bedingte Fluktuationen der verfligbaren Mengen an essentiellen Schwermetallen fiihren zu
Schwermetallstress. Sowohl Mangelbedingungen als auch eine Uberversorgung wirken sich
negativ auf pflanzliche Entwicklungsprozesse aus. Dies macht deutlich, welchen grof3en
Stellenwert molekulare Mechanismen haben, die fiir die Schwermetallhomgostase auf allen
Ebenen des pflanzlichen Organismus verantwortlich sind.

Eine weitere Ursache fur eine gestorte pflanzliche Entwicklung durch Schwermetallstress ist
das Vorkommen von toxischen Schwermetallionen wie z.B. Cd**, Pb®* und Hg**. Gelangen
solche Schwermetalle, die nicht als Cofaktoren fir die Funktion bestimmter Proteine von Be-
deutung sind, in die Pflanze, ist ein Uberleben nur maoglich, wenn eine entsprechende Tole-
ranz aufgebaut werden kann. Bei der Etablierung einer solchen Schwermetalltoleranz sind u.
a. Mechanismen zur Chelatierung des entsprechenden Schwermetalles und dessen Entsorgung
erforderlich. Die toxischen Schwermetalle gelangen zum Teil (iber die gleichen Wege in die
Pflanze, welche die Aufnahme der essentiellen Schwermetalle gewahrleisten (Clemens, 2001;
Hall, 2002).

Dies illustriert, dass die molekularen Mechanismen der Schwermetallhomdostase auch in en-
ger Verbindung zur Toleranz gegeniiber toxischen Schwermetallen stehen. Die bekannten
molekularen Mechanismen, welche die zelluléren Level der essentiellen Schwermetalle in den
Pflanzen im Gleichgewicht halten, werden im Folgenden detailliert beschrieben. Fiir einen
Uberblick zu den ebenfalls auBerst interessanten molekularen Zusammenhangen der Entgif-
tung toxischer Schwermetalle wird an dieser Stelle auf weitere Ubersichtsartikel verwiesen
(Cobbett und Goldsbrough, 2002; Clemens, 2006; Clemens und Persoh, 2009; Maestri et al.,
2010; Lux et al., 2011).

1.4.2. Aufnahme von Schwermetallen und Transport

Die essentiellen Schwermetalle sind in den meisten Bdden in ausreichender Menge vorhan-
den, liegen aber oft in unléslichen Verbindungen vor. Cu und Zn®* sind oft an Lehm, CaCO3
oder organische Verbindungen im Humus gebunden. Fe3* liegt hauptsachlich in Form von
Fe(OH); vor. H*-ATPasen sorgen fiir eine Energie-abhangige Ansauerung der Rhizosphire.
Durch die ansteigenden Protonenkonzentrationen l6sen sich die Schwermetallkationen. Zu-
dem entsteht durch das Ausschleusen von Protonen ein stark negatives Membranpotential,
welches die treibende Kraft fiir die Aufnahme der Schwermetallkationen ist. Mit Ausnahme
der Graser nehmen die meisten Pflanzen Cu und Fe in reduzierter Form als Cu* und Fe?* auf
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(Palmer und Guerinot, 2009). Die Eisenchelat-Reduktasen FRO2 und FRO3 sind vermutlich
an der NADH-abhangigen Reduktion von Fe®*" und Cu?* beteiligt. FRO2 wird unter Eisen-
mangel (Robinson et al., 1999) und FRO3 bei Kupfermangel in Wurzelzellen starker expri-
miert (Mukherjee et al., 2006).

In den letzten Jahren sind eine Reihe von Transportern identifiziert worden, die u. a. flr die
Aufnahme der Schwermetallkationen in die Wurzelzellen verantwortlich sind. AtIRT1 ist der
wichtigste Fe?* Transporter in Arabidopsis. irt1-1 Mutanten sind bei normaler Versorgung mit
Eisen nicht lebensfahig. Sowohl die in den irt1-1 Mutanten erhohte FRO2 Aktivitét, als auch
die erhohte IRT2 Expression kdnnen den Eisenmangel-Phénotyp nicht kompensieren. Interes-
sant ist, dass unter Eisenmangel iiber AtIRT1 auch Mn®* und Zn®* verstarkt importiert werden
(Vert et al., 2002).

AtIRT3 transportiert sowohl Zn** als auch Fe?* (Lin et al., 2009). AhIRT3 wird in den Wur-
zeln der Zink-hyperakkumulierenden Pflanze Arabidopsis halleri deutlich starker als in Ara-
bidopsis thaliana exprimiert (Talke et al., 2006).

Die Genexpression der Transporter AtZIP1, AtZIP2, AtZIP3, AtZIP4, AtZIP5 und AtZIP9
wird in Arabidopsis Wurzeln unter Zink-Mangelbedingungen deutlich induziert (Grotz et al.,
1998; Wintz et al., 2003; Talke et al., 2006). Welche Bedeutung diese Transporter flr den
Import von Zink oder andere Schwermetalle in die Wurzelzellen haben, ist allerdings noch
nicht lickenlos aufgeklart.

AtCOPT1 transportiert Cu'* lonen. COPT1::GUS Promotor-Reportergenanalysen weisen
darauf hin, dass COPT1 in Wurzelspitzen exprimiert wird. COPT1 antisense Pflanzen neh-
men deutlich weniger Kupfer auf, als entsprechende Kontrollpflanzen (Sancenon et al., 2004).
Ein weiterer wichtiger Transporter mit Bedeutung fur die Aufnahme von Schwermetallen in
die Wurzeln, scheint AtNRAMP1 zu sein. Die Genexpression von AtNRAMP1 wird unter
Eisenmangel in Wurzeln induziert. 35S::AtNRAMP1 Pflanzen sind toleranter gegeniber ho-
hen Eisenkonzentrationen (Curie et al., 2000). Neben der erhéhten Expression unter Eisen-
mangel wird AtNRAMP1 auch bei Mangandefizit in Wurzeln induziert. AAINRAMP1::GUS
Promotor-Reportergenanalysen zeigen eine besonders starke Expression im Bereich der Elon-
gationszone in den Wurzeln unter Manganmangel. AtNRAMP1 Proteine befinden sich in der
Plasmamembran. atnrampl-1 Mutanten reagieren anfallig auf Manganmangel und akkumulie-
ren weniger Mangan in Wurzel und Spross. Diese Daten weisen auf eine wichtige Funktion
von AtNRAMP1 bei der Aufnahme von Mangan in die Wurzeln hin (Cailliatte et al., 2010).
Nachdem die essentiellen Schwermetalle in die Wurzeln aufgenommen worden sind, kénnen
sie im Symplasten von der Epidermis bis zum Perizykel wandern und miissen dort aktiv ins
Xylem transportiert werden. Uber den Ferntransport im Xylem gelangen sie dann in den
Spross (Palmer und Guerinot, 2009). Einige Sinkbereiche der Pflanzen, wie z.B. sich entwi-
ckelnde Samen und Blatter mussen allerdings tber das Phloem mit Schwermetallkationen
versorgt werden (Curie et al., 2009).

Der Transport von Zn?* ins Xylem wird durch die P;g-type ATPasen AtHMA2 und AtHMA4
bewerkstelligt. AtHMAZ2 konnte bereits experimentell in der Plasmamembran von Wurzel-
zellen nachgewiesen werden. AtHMA2::GUS und AtHMA4::GUS Promotor-Reportergena-
nalysen zeigen, dass beide Gene sehr stark im Leitgewebe von Waurzel, Blatt und Sténgel
exprimiert werden. hma2hma4 Mutanten zeigen einen Zinkmangel-Phénotyp, der durch Ap-
plizierung groRerer Zn** Mengen kompensiert werden kann. Die Tatsache, dass hma2hma4
Pflanzen in den Wurzeln groRere und im Spross geringere Zn®* Mengen als entsprechende
Wildtypkontrollpflanzen akkumulieren, unterstreicht die Bedeutung dieser ATPasen fiir den
Zinkferntransport aus der Wurzel in den Spross (Hussain et al., 2004).

AtPCR2 scheint als integrales Membranprotein neben der Entgiftung von Zink und anderen
Schwermetallen, auch an der Beladung des Xylems mit Zn** in den Wurzeln beteiligt zu sein.
Hierfiir spricht unter anderem die starke Expression von AtPCR2 in Wurzelepidermiszellen
und im Xylemparenchym junger Wurzeln (Song et al., 2010).
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Auf welchem Weg Eisen in den Wurzeln ins Xylem transportiert wird, ist im Detail noch
nicht aufgeklart. Durett et al., (2007) stellen die Hypothese auf, dass der 'Multidrug and toxin
efflux’ (MATE) Transporter AtFRD3 Uber den Transport von Citrat auch den Transport von
Fe-lonen ins Xylem der Wurzeln ermdglicht. Gestitzt wird diese Hypothese unter anderem
durch die Tatsache, dass frd3 Arabidopsis Mutanten deutlich mehr Eisen in den Wurzeln ak-
kumulieren und dieser Effekt durch die Applizierung von 3mM Citrat aufgehoben werden
kann. Die Mengen an Citrat und Eisen im Xylemsaft sind in frd3 Pflanzen deutlich niedriger
als in entsprechenden Wildtypkontrollen. Yokosho et al., (2009) kénnen dhnliche Daten fiir
den MATE Transporter OsFRDL1 in Reis nachweisen.

Cu™ wird in den Wurzeln méglicherweise von der Pis-type ATPase AtHMADS ins Xylem
transportiert. Zum einen wird AtHMAS vor allem in Wurzeln exprimiert und zum anderen
reagieren hma5 Mutanten hypersensitiv auf hohe Kupferkonzentrationen und akkumulieren
unter diesen Bedingungen deutlich mehr Cu in den Wurzeln als entsprechende Wildtyppflan-
zen (Andres-Colas et al., 2006).

Im Xylemsaft werden die Schwermetallkationen gebunden an organische Sduren (z.B. Zitro-
nenséure), freie Aminosauren (z.B. Histidin, Prolin) oder Peptide und Nicotianamin transpor-
tiert (Cataldo et al., 1988; Kramer et al., 1996; Pich und Scholz, 1996; Irtelli et al., 2009;
Rellan-Alvarez et al., 2010).

Die genauen molekularen Mechanismen, tber die die Schwermetalle im Mesophyll und ande-
ren Sprossbereichen aus dem Xylem entladen werden und welche die Aufnahme in die ent-
sprechenden Zellen ermdglichen, sind noch nicht genau beschrieben (Park et al., 2008; Palmer
und Guerinot, 2009). Curie et al., (2009) stellen die Hypothese auf, dass die Oligopeptid-
Transporter der YSL Familie ('yellow stripe-like") durch den Transport von Nicotianamin-
Metallkomplexen nicht nur an der Be- und Entladung des Phloem mit Cu, Zn und Fe, sondern
auch beim Entladen der Schwermetalle aus dem Xylem im Spross beteiligt sind. Zudem
kénnten YSL Transporter, die sowohl im Xylemparenchym, als auch in Phloembegleitzellen
exprimiert werden, fir den Transport von Nicotianamin-Metallkomplexen vom Xylem ins
Phloem verantwortlich sein. Der Transport von essentiellen Schwermetallen im Phloem ist
vor allem flr die Versorgung von Geweben ohne Xylemanbindung von groRer Bedeutung.
Dazu gehoren u. a. junge Organe, deren Xylem noch nicht voll entwickelt ist und der Samen
mit dem Embryo, dessen Xylemanbindung im Zuge der Samenentwicklung getrennt wird.

1.4.3. Intrazellularer Transport von Schwermetallen

Nachdem die essentiellen Schwermetalle in den Wurzeln aufgenommen wurden und tber das
Ferntransportsystem zum jeweiligen Gewebe gelangt sind, kénnen sie dort in die Zellen im-
portiert werden. Eine ungerichtete Verteilung der Schwermetalle innerhalb der Zellen, welche
durch zufallige Bindungen und Dissoziationen gepragt waére, ist zu langsam und ineffizient
(Krémer et al., 2007). Zudem stellen die toxischen Eigenschaften, vor allem der redoxaktiven
Schwermetalle Fe und Cu, eine ernste Gefahr fir die Prozesse und Molekile im Cytosol dar.
Unter Anbetracht dieser Gegebenheiten scheint die Notwendigkeit eines zelluldren Logistik-
systems zur exakt abgestimmten und genau steuerbaren Lieferung, Lagerung und Entsorgung
von essentiellen Schwermetallen offensichtlich zu sein. In diesem Zusammenhang findet seit
den spaten 90er Jahren des letzen Jahrhunderts das Konzept von sogenannten molekularen
‘Metallchaperonen' immer groRerer Beachtung. Demnach tUbernehmen Metallchaperone, als
metallbindende Proteine, den gezielten Transport des jeweiligen Schwermetalles vom Impor-
ter an der Plasmamembran zu den entsprechenden Zielen innerhalb der Zelle. Solche Ziele
sind u. a. Apoproteine, die das Schwermetall als Cofaktor benétigen, und Transporter, die das
Schwermetall in andere zellulare Kompartimente transferieren (O'Halloran und Culotta,
2000).
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Mittlerweile konnten viele interessante Informationen gesammelt werden, die ein tieferes
Verstandnis tiber den intrazellularen Transport von Cu* erméglichen (Burkhead et al., 2009).
Der Import von Kupfer ins Cytosol wird wahrscheinlich durch die Transporter COPT1 bis
COPT®6 bewerkstelligt (Penarrubia et al., 2010). Obwohl keine direkten experimentellen Da-
ten vorliegen, zeigen Komplementationsanalysen in Hefe, dass COPT1, COPT2, COPT3 und
COPT5 die Funktion der Kupfertransporter SCCTR1 und ScCTR3 ubernehmen und Cu ins
Cytosol importieren kénnen (Sancenon et al., 2003). Genexpressionsanalysen weisen darauf
hin, dass COPT1 und ZIP2 aufgrund ihrer Kupfer-abhangigen Regulation im Spross am Im-
port von Cu ins Cytosol beteiligt sind. Beide Gene werden unter Kupfermangelbedingungen
induziert und bei Kupferlberschuss reprimiert (del Pozo et al., 2010).

Inwieweit fiir den Import von Cu** ins Cytosol eine Reduktion von Cu®* im Apoplasten erfor-
derlich ist, bleibt im Detail noch zu klaren. Genexpressionsdaten der Arabidopsis FRO Eisen-
chelatreduktase Familie geben Hinweise fur die Notwendigkeit einer entsprechenden Reduk-
tion. FRO3 wird nicht nur in Wurzeln, sondern auch im Spross unter Kupfermangel induziert
(Mukherjee et al., 2006).

Nachdem der Import (ber die Plasmamembran erfolgt ist, werden die Cu-lonen von Metall-
chaperonen tbernommen. In Arabidopsis thaliana sind mit CCH (Himmelblau et al., 1998),
AtATX1 (Andres-Colas et al., 2006) und CCS (Wintz und Vulpe, 2002; Chu et al., 2005) drei
Kupferchaperone identifiziert worden.

AtATX1 ist ortholog zum Kupferchaperon ATX1 (‘antioxidant 1', Lin und Culotta, 1995) aus
Backerhefe. Das Hefe SCATX1 transportiert Cu-lonen vom Importer SCCTR1 an der Plas-
mamembran zur Kupfer-transportierenden ATPase ScCCC2. ScCCC2 pumpt die Cu-lonen in
Postgolgivesikel. In diesen Vesikeln werden die Cu-lonen als Cofaktor bei der Assemblierung
der Multikupfer-Oxidase ScFET3 bendtigt (Lin et al., 1997). Das Arabidopsis AtATX1
scheint eine dhnliche molekulare Funktion in der pflanzlichen Zelle auszuiben. AtATX1
komplementiert in Hefe die Deletion des Kupferchaperons SCATX1 (Puig et al., 2007b).
Hefe-Zwei-Komponenten-Analysen zeigen, dass AtATX1 mit den Cu-transportierenden P1g-
Typ ATPasen AtHMADS (Andres-Colas et al., 2006) und AtHMA7 (RANL1, Puig et al., 2007b)
in Wechselwirkung treten kann. AtHMA7 (RAN1) transportiert Cu-lonen in noch nicht genau
identifizierte Vesikel des sekretorischen Systems. Diese Kupferionen sind fur die korrekte
Assemblierung des Ethylenrezeptors AtETR1 und dadurch auch dessen Funktion bei der
Ethylenbindung und Signalweiterleitung von entscheidender Bedeutung. Binder et al., (2010)
konnten mit Experimenten in Hefe nachweisen, dass die AtETR1-Ethylenbindung, sowohl
von Kupferionen als auch von der Aktivitat der Cu-transportierenden Pig-Typ ATPase
AtHMA7 (RAN1) abhéngig ist. Ob AtATX1, neben AtHMAS und AtHMA7 (RAN1) noch
weitere Proteine mit Kupfer beliefert, muss noch geklart werden.

GroRe Mengen an CCH Protein befinden sich in den Siebréhren des Phloem von seneszieren-
den Arabidopsis Blattern und Blattstielen. CCH scheint an der Remobilisierung und dem
Ferntransport von Cu beteiligt zu sein (Mira et al., 2001). Ein deutlicher Unterschied zwi-
schen CCH und anderen eukaryotischen Kupferchaperonen, wie ATX1 aus Hefe, ATOX1 aus
Maus und HAH1 aus Mensch ist der 50 Aminoséuren umfassende C-Terminus des pflanzli-
chen Metallchaperons (Himmelblau et al., 1998). Aufgrund der zu sich selbst komplementa-
ren Struktur einiger geladener Aminoséurereste innerhalb dieses C-Terminus kann es bei
neutralen und sauren pH-Werten zur Bildung von amyloidartigen Fibrillen kommen (Mira et
al., 2004). Interessant ist, dass CCH ohne den C-terminalen Proteinteil in Hefe &hnlich wie
AtATX1 mit den Cu-transportierenden Pig-Typ ATPasen AtHMAS (Andres-Colas et al.,
2006) und AtHMA7 (RANL, Puig et al., 2007b) interagieren kann. Welche physiologische
Funktion eine solche Wechselwirkung inne haben kdnnte, ist vor allem in Anbetracht der Ab-
hangigkeit dieser Interaktion vom Zustand des C-Terminus von CCH ohne weitere moleku-
lare Zusammenhange unverstandlich.
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Ein weiteres bereits néher untersuchtes pflanzliches Kupferchaperon ist AtCCS. AtCCS ist
ortholog zum Kupferchaperon (ScCCS) der Cu/Zn Superoxiddismutase in Hefe und komple-
mentiert dessen Funktion in entsprechenden Deletionsmutanten (Abdel-Ghany et al., 2005b).
AtCCS besitzt ein N-terminales Transitpeptid, welches fir den Import des Proteins in die
Chloroplasten verantwortlich ist (Abdel-Ghany et al., 2005b; Chu et al., 2005). Untersuchun-
gen an atccs Mutanten beweisen, wie enorm wichtig die Funktion von AtCCS als Kupfercha-
peron sowohl fur die Stabilitat, als auch fir die Aktivitat der pflanzlichen Cu/Zn Superoxid-
dismutasen CSD1, CSD2 und CSD3 ist. CSD1 und CSD2 kommen im Cytosol und in den
Plastiden vor. Fir die CSD3 wird eine peroxisomale Lokalisierung vermutet. Interessant ist,
dass fur die CSD2 Aktivitat AtCCS im Plastiden essentiell zu sein scheint, wahrend cytosoli-
sche AtCCS Proteine fiir die Aktivierung von CSD1 und CSD3 geniigen (Chu et al., 2005).
Die Cu-transportierenden P1g-Typ ATPasen AtHMAS und AtHMA7 (RAN1) werden wahr-
scheinlich wie bereits erwahnt von den Kupferchaperonen AtATX1 und CCH mit Cu-lonen
beliefert.

Die Kupferchaperone, welche sowohl die Mitochondrien, als auch die plastidaren Cu-trans-
portierenden P1g-Typ ATPasen AtHMAG (PAAL) und AtHMAS8 (PAA2) mit Cu-lonen ver-
sorgen, sind bislang unbekannt (Burkhead et al., 2009).

AtHMAG (PAAL) ist bereits 1997, als cDNA Klon, der fiir eine Metall-transportierende P-Typ
ATPase codiert, von Tabata et al., isoliert worden. Die groRe Ahnlichkeit zur Aminosaurezu-
sammensetzung der Cu-transportierenden ATPase PacS aus Cyanobakterien gab damals be-
reits den Hinweis auf einen moglichen Zusammenhang zum Kupfertransport in die Plastiden.
Dies konnte kurze Zeit spéter mit paal Arabidopsis Mutanten bestatigt werden. paal Pflan-
zen zeichnen sich durch ein deutlich reduziertes Wachstum aus. Das Fehlen von PAA1 hat
dramatische Auswirkungen auf die Photosynthese. Das maximale relative Elektronentrans-
portlevel betragt etwa 30% bezogen auf die volle Leistungsfahigkeit der entsprechenden
Wildtypkontrollen. PAAL besitzt ein prozessierbares plastidares Transitpetid. Wahrend der
Kupfergehalt in paal Blattern nur geringfligig niedriger ist, sind in den entsprechenden
Plastiden der paal Pflanzen nur etwa die Hélfte und in den Thylakoiden etwa ein Viertel der
normalen Kupfermengen nachweisbar. Der Gehalt an Plastocyanin, dem am photosyntheti-
schen Elektronentransport beteiligten blauen Kupferprotein, ist in den paal Mutanten deutlich
verringert (Shikanai et al., 2003). Abdel-Ghany et al., (2005) konnten mit verschiedenen GFP-
Fusionsproteinen zeigen, dass sich AtHMAG6 (PAA1) an der Peripherie, wahrscheinlich in der
inneren Plastidenhillmembran, und AtHMAS8 (PAA2) in der Thylakoidmembran befinden.
Dass PAA2 fiir den Kupfertransport tber die Thylakoidmembran verantwortlich ist, zeigt
auch der mit Wildtyppflanzen vergleichbare plastidare Kupfergehalt in paa2 Mutanten. Die
Kupfermengen in den Thylakoiden sind in paa2 Pflanzen sehr gering. Sie liegen noch unter
dem Kupfergehalt in paal Mutanten. Ob PAAL die Cu-lonen nach dem Import in den Plast-
iden direkt an PAA2 (bergibt oder Kupferchaperone hierfur benétigt werden, ist noch nicht
geklart. Die Tatsache, dass die phanotypischen Veranderungen der paal und paa2 Mutanten
durch Gabe von groReren Kupfermengen zuriickgedrangt werden kodnnen, spricht fir die
Existenz eines weiteren aber weniger effizienten Weges der Kupferaufnahme in die Plastiden
(Burkhead et al., 2009). Die P15-Typ ATPase AtHMAL scheint ebenfalls am plastidéren Im-
port von Kupfer- aber auch Zink-, und Mangan-lonen beteiligt zu sein. AtHMAL befindet sich
in der Fraktion der plastidaren Hillmembranen. Analysen von 'gain of function' und 'loss of
function' Arabidopsis Mutanten geben Hinweise auf eine mdgliche Rolle bei der plastidaren
Zink- und Kupferhomoostase (Seigneurin-Berny et al., 2006). Welche Funktion AtHMA1
dabei spielt ist jedoch unklar, nicht zuletzt durch zum Teil kontrére Daten in Bezug auf die
Zink- und Kupfergehalte in den Plastiden einer weiteren athmal Mutante (Kim et al., 2009b).
Die deutlich verringerte Aktivitdt der Cu/Zn Superoxiddismutasen in den Plastiden der
athmal Pflanzen (Seigneurin-Berny et al., 2006) und die unter hohen Lichtintensitaten im
Vergleich zu den Wildtypkontrollen klar verdnderten Chlorophyllfluoreszenzparameter fiihren
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zur Annahme, dass die Funktion von AtHMAZ1 einen bedeutenden Einfluss auf den Halliwell-
Asada-Zyklus hat (Higuchi et al., 2009). Moreno et al., (2008) kdnnen im Hefesystem eine
Aktivierung der ATPase-Aktivitdt von AtHMAL durch Kupfer, Zink, Cadmium und Cobald
nachweisen. Zudem nehmen isolierte Membranvesikel von Hefezellen, die AtHMAL hetero-
log exprimieren, ATP-abhangig mehr Ca®* auf. Die Autoren vermuten deshalb, dass AtHMAL1
als eine Art Multimetalltransporter fungiert.

In den Mitochondrien muss vor allem die Cytochrom C Oxidase mit Kupfer als Cofaktor ver-
sorgt werden. Es existieren zwei als AtCOX17 bezeichnete Gene im Arabidopsis Genom, die
fir mitochondriale Kupferchaperone codieren (Wintz und Vulpe, 2002). Balandin und
Castresana, (2002) konnten die Funktion von AtCOX17-1 als mitochondriales Kupferchape-
ron in Hefe bestatigen. Mit AtCOX19-1 ist ein weiteres Metallchaperone in Arabidopsis
beschrieben, das in die Mitochondrien importiert wird und in Hefe die Deletion des ScCCOX19
komplementiert (Attallah et al., 2007). In Hefe Ubernehmen ScCOX11 und ScSCO1 die
Kupferionen von ScCOX17 und vermitteln als 'Co-Metallchaperone’ bei der Assemblierung
der Cytochrom C Oxidase Untereinheiten ScCOX1 und ScCOX2 (Carr und Winge, 2003).
Orthologe Proteine konnten in Arabidopsis bisher noch nicht identifiziert werden.

Die vorgestellten Daten illustrieren, dass fur die intrazelluldre Verteilung von Kupferionen ein
effizientes genau steuerbares Transportsystem existiert. Im Gegensatz dazu konnten bisher
noch keine Metallchaperone, die den gezielten intrazellularen Transport von Fe und Zn®*
bewerkstelligen, beschrieben werden. Es sind jedoch einige Transporter bekannt, die sowohl
fiir die intrazellulare Lagerung und Remobilisierung von Eisen-, Zink- und Mangan-lonen als
auch fir die Entsorgung von Schwermetallen von groRer Bedeutung zu sein scheinen.

Die P1g-Typ Schwermetall-ATPase AtHMA3 pumpt sowohl Zn?*, als auch Cd**, Pb* und
Co?*" in die Vakuolen von Arabidopsis -Zellen. Eine kiinstlich verstirkte Expression von
AtHMABZ flihrt zu einer erhdhten Schwermetalltoleranz (Morel et al., 2009). In der Zink und
Cadmium-hyperakkumulierenden Pflanze Arabidopsis halleri wird das zum Arabidopsis tha-
liana orthologe Gen AhHMAS3 ca. 100fach starker exprimiert (Becher et al., 2004; Talke et al.,
2006). Welche Schwermetallchaperone die ATPase AtHMAS3 mit Schwermetallen beliefern
ist bislang unbekannt.

Des Weiteren besitzt Arabidopsis thaliana 11 Gene, die fir Metalltransporter der CDF/MTP
Familie ('Cation diffusion facilitator proteins'/'‘Metal tolerance protein’) codieren (Maser et al.,
2001; Delhaize et al., 2003). AtMTP3 sitzt in der Tonoplastenmembran und ist aktiv an der
Schwermetallhomdostase beteiligt. In Hefe transportiert AtMTP3 Zink und Cobald, aber we-
der Eisen, noch Mangan oder Cadmium. Die Expression von AtMTP3 ist in den Wurzeln
deutlich groRer als im Spross. AtMTP3 sorgt vor allem bei einer Uberversorgung mit Zink
und unter Eisenmangelbedingungen fir eine geringere Akkumulation von Zink im Spross.
Die unter diesen Bedingungen gréReren Mengen an aufgenommenen Zn”* lonen werden ver-
starkt in den Vakuolen der Wurzeln abgelagert (Arrivault et al., 2006).

AtMTP1 ist, wie Komplementationsanalysen in Hefe belegen, ebenfalls am Transport von
Zn**-lonen beteiligt. Der Transporter ist in der Tonoplastenmembran lokalisiert. Im Unter-
schied zu AtMTP3 wird AtMTP1 in Spross und Bléattern gleich stark exprimiert. AIMTP1
RNAI Mutanten akkumulieren weniger Zink im Spross und reagieren sensitiv auf eine Uber-
versorgung mit Zn?*-lonen (Desbrosses-Fonrouge et al., 2005).

AtMTP11 ist an der HomoOostase von Mangan beteiligt. In Hefe erhéht die Expression von
AtMTP11 die Toleranz gegenlber Mn-lonen und in Anwesenheit von AtMTP11 und Mn-,
aber nicht Zn**- oder Cd**-lonen verringert sich der Protonengradient an isolierten Membran-
vesikeln schneller, als in entsprechenden Kontrollen. atmtpll Mutanten reagieren sensitiv auf
eine Uberversorgung mit Manganionen. AtMTP11 ist in pravakuolaren Vesikeln lokalisiert
(Delhaize et al., 2007).

Bereits im Jahr 2000 konnten Thomine et al., zeigen, dass pflanzliche NRAMP Transporter
wie AtNRAMP3 und AtNRAMP4 aus Arabidopsis im Hefesystem Schwermetalle wie in die-
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sem Fall Eisen transportieren. AtNRAMP3 ist in der Tonoplastenmembran lokalisiert. atn-
ramp3-1 Mutanten akkumulieren unter Eisenmangelbedingungen grofe Mengen an Mangan
und Zink in den Wurzeln (Thomine et al., 2003). Wie wichtig AINRAMP3 und AtNRAMP4
fur die Remobilisierung von Eisen aus den Vakuolen wahrend der Keimung sind, zeigen
Keimungsexperimente von atnramp3 atnramp4 Doppelmutanten. atnramp3 atnramp4 Pflan-
zen reagieren mit einer starken Entwicklungsverzogerung bei Keimung unter Eisenmangelbe-
dingungen. Die Zugabe groRer Mengen Eisen hebt diesen Phanotyp auf (Lanquar et al., 2005).
Neueste Analysen zeigen, dass AtNRAMP3 und AtNRAMP4 auch an der Remobilisierung
von Mn-lonen aus den Vakuolen beteiligt sind. atnramp3 atnramp4 Doppelmutanten reagie-
ren anfallig auf Manganmangelbedingungen. Chlorophyllfluoreszenzmessungen zeigen eine
verringerte Aktivitat der Photosysteme Il in den atnramp3 atnramp4 Pflanzen unter Man-
ganmangel (Lanquar et al., 2010).

1.4.4. Regulation der Expression von Schwermetallhomdostase-Genen

Wie bereits in den vorangegangen Kapiteln erwéhnt, existieren viele Komponenten, welche
die pflanzliche Schwermetallhomdostase gewahrleisten. Flr viele dieser Komponenten sind
Verénderungen der Genexpression bei einer entsprechend verénderten Schwermetallverfig-
barkeit beschrieben. Dies fiihrt zu der interessanten Frage nach den Faktoren, welche fiir die
Regulation der Genexpression von Schwermetallhoméostase-Genen verantwortlich sind.

Das im Folgenden beschriebene Beispiel fur eine Schwermetall-abhéngige Regulation der
Genexpression ist fur die Kupferhomdostase von Bedeutung (fir einen Uberblick siehe
Burkhead et al., 2009). Unter Kupfermangel sind sowohl die Gene der Cu/Zn Superoxiddis-
mutasen CSD1 und CSD2, als auch des dazugehdrigen Kupferchaperons AtCCS deutlich
schwacher exprimiert (Wintz et al., 2003). Das Transkriptlevel vom Plastocyanin-Gen bleibt
auch bei geringer Kupferverfligbarkeit unverandert (Abdel-Ghany und Pilon, 2008). CSD1
und CSD2 werden posttranskriptionell durch die microRNA miR398 reguliert (Sunkar et al.,
2006; Yamasaki et al., 2007). miR397, miR408 und miR857 sind als Regulatoren fir die
Transkripte von Laccasen und Plantacyanin vorhergesagt. Sowohl miR398 als auch miR397,
miR408 und miR857 werden als 'Cu-Micro-RNAs' unter Kupfermangel sehr stark exprimiert
(YYamasaki et al., 2007, Abdel-Ghany und Pilon, 2008). Aus diesen Daten kann die Hypothese
abgeleitet werden, dass die Cu-Micro-RNAs unter Kupfermangel fir den Abbau der
Transkripte von weniger wichtigen Kupferproteinen sorgen, um die Kupferverfugbarkeit fir
essentielle Kupferproteine, wie das Plastocyanin, zu sichern (Burkhead et al., 2009).
Yamasaki et al., (2009) ist es gelungen mit dem Transkriptionsfaktor SQL7 ('SQUAMOSA
Promotor binding protein-like 7') einen wichtigen Regulator der Kupferhomdoostase zu identi-
fizieren. SQL7 bindet an die GATC-Boxen im miR398c Promotor. Im Vergleich zu
entsprechenden Wildtypkontrollen sind sgl7 Mutanten unter Kupfermangel nicht in der Lage,
die Expression von miR398b und miR398c zu induzieren. Dadurch sind sql7 Pflanzen nicht
fahig, die CSD1 und CSD2 mRNA-Level bei Kupferdefizit herunterzufahren. SQL7 ist neben
der Induktion weiterer Cu-Micro-RNAs (miR397, miR408 und miR857) auch fur das An-
schalten wichtiger Kupferhomgostase-Gene wie COPT1, COPT2, ZIP2, ZIP4, FRO3 und
CCH bei geringer Kupferverfugbarkeit verantwortlich (Yamasaki et al., 2009).

Dem zu SQL7 orthologen Transkriptionsfaktor CRR1 aus Chlamydomonas wird eine Funk-
tion als Kupfersensor zugeschrieben. In entsprechenden Modellen sorgt eine direkte Bindung
von Kupfer fir die Inaktivierung von CRR1. In einem der vorgeschlagenen Modelle verhin-
dert die Substituierung von Zn?* mit Cu'* in der SBP DNA-Bindedoméne eine Bindung an
die entsprechenden cis-Elemente (Kropat et al., 2005).

SQLY besitzt zwei spezielle Zn?* Bindemotive, welche wahrscheinlich an der DNA-Bindung
beteiligt sind (Yamasaki et al., 2004). Ob eine direkte Bindung von Cu'*-lonen an SQL7 die
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DNA-Bindung verhindert oder ein weiteres Sensorprotein fir die Inaktivierung von SQL7 bei
normaler bis exzessiver Kupferverfligbarkeit verantwortlich ist, muss noch geklart

werden.

In den letzen Jahren konnten einige Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die an der
Regulation von Genen mit Bedeutung fiir die Eisenhomdostase beteiligt sind. Colangelo und
Guerinot, (2004) haben mit AtFIT1 (‘Fe-deficiency induced transcription factor 1') einen Ara-
bidopsis bHLH ('basic Helix Loop Helix') Transkriptionsfaktor beschrieben, dessen Expres-
sion in Reaktion auf Eisendefizit induziert wird. FIT1::FIT1-GUS Promotor-Reportergena-
nalysen zeigen, dass FIT1 sehr stark in dulleren Wurzelzellen exprimiert wird. fitl Mutanten
akkumulieren weniger Eisen und zeigen eine deutlich schwéachere Induktion der Expression
einer groRen Zahl von Eisenhomoostase-Genen, wie z.B. FRO2, NRAMP1, ZIP9 und NASL.
Trotz vergleichbarer Transkriptmengen sind fitl Pflanzen nicht fahig, nennenswerte Protein-
mengen des Eisentransporters AtIRT1 zu bilden.

Mit bHLHO038, bHLH039, bHLH100 und bHLH101 konnten mittlerweile weitere Arabidopsis
Gene identifiziert werden, die fur bHLH Transkriptionsfaktoren codieren und deren Expres-
sion bei Eisenmangel in Wurzeln und Blattern induziert wird. Interessant ist, dass bHLHO038,
bHLH039, bHLH100 und bHLH101 sowohl bei einer Uberversorgung mit Eisen als auch bei
Kupfer- und Zinkmangel reprimiert werden (Wang et al., 2007).

Yuan et al., (2008) gelang mit Experimenten in Hefe der Nachweis, dass AtFIT1 (bHLH29)
sowohl mit bHLH38 als auch bHLH39 interagieren kann. Transgene Arabidopsis Pflanzen,
die AtFIT1 und bHLH38 oder bHLH39 artifiziell verstarkt exprimieren, weisen konstitutiv
héhere FRO2 und IRT1 mRNA-Level auf. Diese Mutanten akkumulieren signifikant héhere
Eisenmengen im Spross sowohl unter Eisenmangel als auch bei normaler Eisenversorgung.
Der Transkriptionsfaktor IDEF1 aus Reis, gehort zur ABI3/VP1 Transkriptionsfaktor-Familie,
welche die fur Pflanzen spezifische B3 DNA Bindedomane besitzt. IDEF1 bindet an IDE1
cis-DNA-Elemente (‘iron deficiency-responsive cis-acting element 1', Kobayashi et al., 2007).
IDE1 und IDE2 sind wichtige cis-DNA-Elemente im Promotor des bei Eisenmangel indu-
zierten IDS1 Genes in Gerste. Sie sind fur die typische Transkriptionsaktivierung bei Eisende-
fizit in Cortex, Endodermis und Perizykel der Wurzeln verantwortlich. IDE1 Elemente kom-
men in den Promotoren einer ganzen Reihe von Eisenhom@ostase-Genen vor (Kobayashi et
al., 2003). In 35S::IDEF1 transgenen Reispflanzen werden der Eisentransporter OsIRT1 und
der bHLH Transkriptionsfaktor OsIRO2 verstarkt exprimiert. Diese Mutanten reagieren tole-
ranter auf eine geringe Verfugbarkeit von Fe-lonen (Kobayashi et al., 2007).

Der NAC Transkriptionsfaktor OsIDEF2 bindet an IDE2 cis-DNA-Elemente. Sowohl
OsIDEF2 als auch HVIDEF2 werden in Wurzeln und Blattern bei Eisenmangel und normaler
Eisenversorgung auf etwa gleichem Level exprimiert. OsSIDEF2 RNAi und CRES-T (‘Chime-
ric repressor gene-silencing technology’) Mutanten sind unfahig, die sonst tbliche Induktion
des Fe*>-Nicotianamintransportergenes OsYSL2 unter Eisenmangel zu bewerkstelligen.
IDEF2 bindet direkt an den Promotor des OsYSL2 Genes (Ogo et al., 2008).

All diese Beispiele lassen die Komplexitat der Regulation der Genexpression, welche fur die
Eisenhomd@ostase zustandig ist, erahnen. Einige wichtige Transkriptionsfaktoren konnten
mittlerweile identifiziert werden. Unklar ist allerdings, wie die Signale 'viel Eisen' und 'wenig
Eisen’ perzipiert werden und die Aktivierung der entsprechenden Transkriptionsfaktoren
erfolgt.

Vor kurzem konnten in Arabidopsis Regulatoren isoliert und charakterisiert werden, die eine
wichtige Rolle fir die Zinkhomoostase spielen. Die Transkriptionsfaktoren AtbZIP19 und
AtbZIP23 sind in einem "Yeast-one Hybrid Screening' am AtZIP4 Promotor als Transkription-
saktivatoren nachgewiesen worden. AtZIP4 wird unter Zinkmangelbedingungen induziert und
codiert fir einen Schwermetalltransporter der ZRT/IRT Familie. Arabidopsis Mutanten, die
kein AtbZIP19 und/oder AtbZIP23 synthetisieren kdnnen, akkumulieren deutlich weniger
Zn?* in den Wurzeln. bzip19bzip23 Doppelmutanten reagieren sensitiv auf eine Unterversor
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gung mit Zink-lonen. In den bzip19bzip23 Pflanzen sind vor allem die ZIP Transportergene
von einer deutlich geringeren Expression unter Zinkdefizit betroffen. Einige weitere an der
Zinkhomoostase beteiligte Faktoren, wie z.B. die Nicotianaminsynthasegene NAS2 und NAS4,
und Regulatoren, wie z.B. die Transkriptionsfaktoren ANR1 und RAP2.3, zeigen ebenfalls
eine veranderte Expression in den bzip19bzip23 Doppelmutanten (Assuncao et al., 2010).
Nach weiteren Regulatoren, welche einen entscheidenden Einfluss auf die Genexpression bei
Veranderungen der Zn** Verfiigbarkeit haben, muss noch intensiver gesucht werden. Die
Frage nach dem Sensor, der den zellulren Status an Zn**-lonen misst, kann momentan allen-
falls lickenhaft beantwortet werden. Baekgaard et al., (2010) vermuten, dass die C-terminale
Doméne der Schwermetall-ATPase AtHMA4 eine Funktion als Zn®** Sensor haben kénnte.
Uber welche Wege und Komponenten die moglichen Signale 'viel' bzw. 'wenig' Zink

dann weitergeleitet werden, ist unbekannt.

Interessant ist an dieser Stelle auch die bisher selten gestellte Frage nach dem Einfluss anderer
abiotischer Faktoren wie Kaélte, Frost und Trockenheit auf die pflanzliche Schwermetallho-
moostase. Gibt es gemeinsame Knoten im regulatorischen Netzwerk, welches sowohl die
pflanzliche Entwicklung als auch die Anpassung an sich &ndernde Umweltbedingungen
steuert?

2. Material und Methoden
2.1. Verwendete Materialien

2.1.1. Chemikalien, Lésungsmittel und Enzyme

Die fir die experimentellen Arbeiten verwendeten Laborchemikalien und organischen
Losungsmittel sind, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich GmbH
(Hamburg), Diagonal GmbH & Co KG (Mdinster), AppliChem GmbH (Darmstadt), Duchefa
Biochemie B.V. (Haarlem, Niederlande), Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe) und Merck
KGaA (Darmstadt) bezogen worden.

Enzyme und molekularbiologische 'Kits' sind von den Firmen Fermentas GmbH (St. Leon-
Rot, gehort zu Thermo Fisher Scientific), Invitrogen GmbH (Darmstadt), Roche Diagnostics
Deutschland GmbH (Mannheim), Qiagen GmbH (Hilden), Invitek GmbH (Berlin) und
Promega (Madison, USA) bezogen worden. Radioaktiv markiertes L-**S-Methionin und
[y*P]-ATP sind von der GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg, Vertrieb jetzt iiber
PerkinElmer (Waltham, Massachusetts, USA)) bezogen worden.

2.1.2. Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide sind von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
geliefert worden.

Primer fiir das Uberpriifen der Allele in den Loci von HIPP25 und HIPP26 auf Transposon-Insertion
ET7654 for 5'- AGA AGA ATC GAG ACG GCG ACTA -3
ET7654 rev 5'- AAATCT AAC AGATGG CTG TATCA -3
GT.108178 for 5'- CAA AAT ATT CAT CAATTCTGTA -3
GT.108178 ref 5'- CGT AAG GAA CGA AAG GAT ATAG - 3
Ds5-1 5'- GAA ACG GTC GGG AAACTAGCT CTAC - 3
Ds3-2 5-CGATTACCG TATTTATCCCGTTC -3
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Primer fur das Klonieren HvFP1, HYFP2, HYFP3 und smRS-GFP und die gerichtete Mutagenese von HvFP1

HVFP1forB 5'- AGA GAA TTC ATG GGG ATC GTG GAC GTG GTG - &
HVFP1revB 5'- GGA TCC CAT GAC GGA GCAGGC GTT GGG GTT - 3'
HVFP1forCD 5'- AGA AGA TCT ATG GGG ATC GTG GAC GTG GTG - &
HVFP1lrevC 5'- AGA TCT ACA TGA CGG AGC CGG CGT TGG GGT TC - 3
HVFP1lrevD 5'- GCG GAT CCC TAC ATG ACG GAG CAG GCG TTG -3
HVFP2+3 for 5'-ATG GGC GTC TTG GAT CACCTC TCC GAT TTG - 3
HVFP2 rev 5-AAC TCATAG TGATAATTT AGC CTT TAC CTG - 3'
HVFP3 rev 5-TTT CGC TCT TTG TAT ATT CGC TGT TCG CAC - 3'
GFP for 5'- GAG AGG ATC CAT GAG TAA AGG AGAAGAAC -3
GFP rev0l 5'- GAG AGC TCT TAT TTG TAT AGT TCATCC ATG - 3'
GFP rev02 5'- CTG GAG CTC AGATCT GTATAG TTC ATC CAT - 3

Primer fiir das Klonieren der vollstdandigen codierenden Bereiche weiterer HIPPs

HIPP20 for 5-GAATTC ATG GGAGCT CTTGATTCTCTTTCC G -3
HIPP20 rev 5'- GGA TCC TTA CAT AAC GGT GCAAGC GTT GG - 3'
HIPP21 for 5'-GAATTC ATG GGT GCATTT GAT TAT ATC TC - 3'
HIPP21 rev 5'- GGA TCC TCA CAT GAT GGA ACA AGC GGC GTG - 3'
HIPP22 for 5-GAATTC ATG GGAGCT CTCAATTATCTTTCTG -3
HIPP22 rev 5'- GGA TCC TCA CAT AAC GGT GCA GGC GTT AGG - 3'
HIPP23 for 5'- GAATTC ATG GGA GTT GGG GGAACG TTG GA -3
HIPP23 rev 5'- GGA TCC CTA CAT AAT AGA GCA AGC ATT AGG AT -3
HIPP24 for 5'- GAATTC ATG GGA GTG GAA GGA ACG ATG GA - 3'
HIPP24 rev 5'- GGA TCC CTA CAT GAT AGC GCAAGAATTAGG GTTC -3
HIPP25 for 5'-GAATTC ATG GGT GTT CTT GAT CACGTC TC - 3'
HIPP25 for 02 5'- AGA TCT ATG GGT GTT CTT GAT CACGTC TC - 3'
HIPP25 rev 5'- GGA TCC TCA CAT AAC AAC ACA AGC GGA GGC GT - 3
HIPP27 for 5'-GAATTC ATG GGC TTC CGA GAC ATT TGT TAC - 3'
HIPP27 for 02 5'- AGA TCT ATG GGC TTC CGA GAC ATT TGT TAC - 3
HIPP27 rev 5'- GGA TCC TCA CAT GAT GGT ACAAGC GTT GG - 3
HIPP30 for 5'-GAATTC ATG CCAATG GCT CGT CCACTT TCT -3
HIPP30 rev 5'- GGA TCC TTA CAT AAG GCT ACATGC GTG GAC - 3'
HIPP31 for 5'-GAATTC ATG TCT ATG ACA GTG GAG ATAAG -3
HIPP31 rev 5'- AGA TCT CTA CAT AAT AGT ACA AGC ATG GGG AT - 3'
CCH-like for 5'- GAA TTC ATG GGT GAT CTT CAA ATC GTG CCG - 3
CCH-like rev 5'- GGA TCC TCA AAA GGA AAG GGA TCT AGT GAAG - 3'
Primer flr Kolonie-PCR und Sequenzierungen
pUC/M13 for 5'- CGC CAG GGT TTT CCC AGT CACGAC - 3
pUC/M13 rev 5'- TCA CAC AGG AAA CAG CTATGAC -3
pKEx4tr for 5'- GGG ACT CTA GAT AATACGACTC -3
pKEXx4tr rev 5-TTT ATT GCC AAATGT TTGAACG -3

pGEM-T for (NewT7)

5-GTAATACGACTCACTATAGGGC -3

pGEM-T rev (SP6)

5'- AGC TAT TTAGGT GAC ACTATAG -3

pGBKT?7 for

5'- GGA ATT TGT AAT ACG ACT CAC TAT -3

pGBKT7 rev

5'- TAA GAG TCACTT TAA AAT TTG TAT - 3'

pAD-Gal4-2.1for

5'- CTATTC GAT GAT GAA GAT ACC - 3

pAD-Gal4-2.1rev

5'- GAA ATT GAG ATG GTG CACGAT G - 3'

pGEX-2TKmod for

5'- GGG CTG GCAAGC CACGTTTGG TG -3

pGEX-2TKmod rev

5'- CCG GGA GCT GCATGT GTC AGA GG - 3'

HVSMEQ0015J14 for 01 5'- ATG GGG ATC GTG GAC GTG - 3
HVSMEQ0015J14 for 02 5'-ACG TGG CGC ACCCCTAC-3
HVSMEQg0015J14 for 03 5'-CCC GGC CACCGG CAACCTTTTC-3
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Primer fur das Klonieren des HIPP26 Promotor (Fragmente: A = 1055bp, B = 620bp und C = 320bp)

HIPP26Pro A for

5'- GAT CTA GAG CCG CTT CAACAC TGA AAATTT GCA TAT -3

HIPP26Pro B for

5'- GAT CTAGAC TTT GCG AGT CAT CAT CGATTATCCA -3

HIPP26Pro C for

5'- GAT CTA GAA ACT AGA AAT TAG GAAACC GTTAGCA -3

HIPP26Pro ABC rev

5-GAC CCG GGT TCTTCT TCT TTT TAT TCC AGA AAAGG - 3

Primer fiir das Klonieren und die gerichtete Mutagenese von HIPP26 (At4g38580)

HIPP26cDNAfor

5-GTT CTT AAC TCT CCT GGG TTC TTC AG - 3'

HIPP26cDNArev

5'- CCATAA CAAATT GAAACAGTAGTAGTC -3

HIPP26forAB

5'-GGA TCC ATG GGT GTT CTT GAT CAT GTCTC -3’

HIPP26revA 5'- AGA TCT ACT AGT TCA CAT GAC CAC ACAAGC CGCCGG GTTC -3
HIPP26revB 5'- AGA TCT ACT AGT TCA CAT GAC CACACCAGCCGCCGGGTTC -3
HIPP26forCDEF 5'-GAATTC ATG GGT GTT CTT GAT CAT GTCTC - 3
HIPP26forF 5'- GGA CGG CGA AGG TGG CGA GCG GAAAGT GCG GCG TTCTGTC -3
HIPP26revC 5'- CTC GAG GGA TCC TCA CAT GAC CAC ACAAGCCGCCGGGTTC-3
HIPP26revD 5'- CTC GAG GGA TCC TCA CAT GAC CAC ACCAGCCGCCGGGTTC -3
HIPP26revE 5'- CTC GAG GGA TCC TCA TGC AGT GGT GTA GCG GACCTCGGTG -3
HIPP26revF 5'-CGC CACCTTCGCCGTCCATTTTCACTT TAATCT CCACCGTC-3'

Primer fur das Klonieren der vollstandigen codierenden Bereiche weiterer ATHBS

ATHB21 for 5- GAA TTC ATG GAG ATT GCA AGT CAAGAAGATC-3
ATHB21 rev 5'- AGA TCT CTA AGG ATT AGT AGA AGC AAG AT -3
ATHB22 for 5'- CAATTG ATG AAT TTT GAG GAT CAA GAA GAA GAT AT -3
ATHB22 rev 5-GGATCCTTAGGG TTT CTT ACC AAG AGAGTTCTT GT -3
ATHB23 for 5-CAATTG ATG ATG GAT ATG ACT CCT ACAATAAC -3
ATHB23 rev 5-AGA TCT TCACGA CGACGATGATCCGTTAACG -3
ATHB24 for 5- GAATTC ATG GAA GTT AGA GAG AAG AAAGAT G -3
ATHB24 rev 5-AGATCT TTACAAATCCTTCTTCTTTGC TGC - 3
ATHB25 for 5- CAATTG ATG GAG TTT GAA GAC AAC AACAACA -3
ATHB25 rev 5-GGATCCTCATGG TTG GTC TTG TTC ATG ATG - 3
ATHB27 for 5- CAATTG ATG GAT GAG ATA AAA CCAAAG AAAG-3'
ATHB27 rev 5-AGATCT TCATTC ATC AAT TAT AATTTTATCC -3
ATHB28 for 5-GAATTC ATG GAG CTT GGA GGA AAATGC AATG - 3
ATHB28 rev 5-AGA TCT CTATTC ACT AATGTT ACTATTGTTTC -3’
ATHB30 for 5'- GAA TTC ATG GAT GTA ATA GCT ACT ACAACT - 3
ATHB30 rev 5- AGA TCT TCA CGT CGA AGA AAACGACCCATTTG -3
ATHB3L1 for 5- GAATTC ATG GAA ATT GCAAGT CAAGAAGATC-3
ATHB31 rev 5- GGA TCC TCA TGG GAC GAT CTT AGT CAT GTC - 3
ATHB32 for 5- GAATTC ATG CAG AGT ACT TGT GTC TACAG - 3'
ATHB32 rev 5-GGATCC TTAGTG ATAAAACTT TTTATTATTG -3
ATHB33 for 5'- GAA TTC ATG GAT ATG AGA AGC CAT GAAATG -3
ATHB33 rev 5- GGA TCC TTA GAG AGT AGT TGT TGG TGT TGG - 3'
ATHB34 for 5-CAATTG ATG CTT GAA GTT AGA TCA ATG GAT - 3'
ATHB34 rev 5'- AGA TCT TCA CGA CGA AGACGA CGAGGC GT -3
Primer fir das Klonieren von ATHB29 (At1g69600)
ATHB29for 5-ATG GAT TTG TCT TCC AAACCAC -3
ATHB29rev 5- TCA AGA AGATGA AGACCCATCAC-3

ATHB29for 02

5-GAATTC ATG GAT TTG TCT TCC AAACCAC-3

ATHB29rev 02

5'- GGA TCC TCA AGA AGA TGA AGA CCC ATCAC -3
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Primer fur die qRT-PCR Analysen

CCH-like (At4g27590) for

5'- ACA TAG TTA AAG TAT AAT GGG TGATC - 3

CCH-like (At4g27590) rev

5-GCACCATCATTT CTACGT ACT GT -3

HIPP31 (At3g48970) for

5-CTT CCACACTCC CGC GGATTACT -3

HIPP31 (At3g48970) rev

5'- CAAATT TGG ACG AAG AAG ATGAAC TG -3

HIPP30 (At2g18196) for

5'-GCC ACCTCAACCATTACCACAC-3

HIPP30 (At2g18196) rev

5-TAC CCAACCACCGTTACTCTCTC-3

HIPP29 (At1g29100) for

5'- CAG GTA GTG GAAATG GAAGTG C -3

HIPP29 (At1g29100) rev

5-TACTCT CTGCTG TTT TAT GTC TATCTGA -3

HIPP28 (At1g06330) for

5-AGC TTT TAT TGT TCATGAACCTAAC -3

HIPP28 (At1g06330) rev

5-CCATGT CGATTT CAACTGCATC-3'

HIPP27 (At5g66110) for

5-CTC GCC GAC CCTCTAGTG GC -3

HIPP27 (At5g66110) rev

5'- TAT GAATTG ATC ACATGA TGG TAC AAG - 3'

HIPP26 (At4g38580) for

5'-CGG TGT CTA CGA CAAGAAGGCA -3

HIPP26 (At4g38580) rev

5'- CCA TAA CAAATT GAAACAGTAGTAGTC -3

HIPP25 (At4g35060) for

5'- TAT ATC TCA ACATAT AGAGTC TAACT -3

HIPP25 (At4g35060) rev

5-CATTTTTCTTGTTTCTTGGTTTCTTC - 3

HIPP24 (At49g08570) for

5'- AAC TGC AAA GAG AAG TGG TGT GAG TGA - 3'

HIPP24 (At4g08570) rev

5-GCTACT GTT TGCATTTGCTTC TT - 3'

HIPP23 (At4g39700) for

5'- GAT AAA ATC AAC AAG ATG GGA GTT GG - 3

HIPP23 (At4g39700) rev

5-CTTCCCCGT CGCTTTAGCCTTC-3'

HIPP22 (At1g22990) for

5-CGC CGG GTT TTG TGA GGA AG - 3

HIPP22 (At1g22990) rev

5'-TTA TAA CAT CGG CTC ATG CTATCT ATAC -3

HIPP21 (At5g17450) for

5-CCATCATGT GAG CCAACCAACCA-3

HIPP21 (At5g17450) rev

5-TTATTA CAAAGT TCC TACATTACCT -3

HIPP20 (At1g71050) for

5'-CCT CGG CAT AACACTTGTCCAT -3

HIPP20 (At1g71050) rev

5'- TCC CAT GTC TAT TAC TCT CACCAAG -3

At1g13320 for 5'- TAA CGT GGC CAA AAT GAT GC - 3'
At1g13320 rev 5'-GTT CTC CACAACCGCTTGGT -3
At3g53090 for 5'-GGC TTT GAA CCG AGT GAACG -3
At3g53090 rev 5'- CCA AAG AGA GGT ATCACAAGAGACT -3
At4g26410 for 5'-GAG CTG AAG TGG CTTCCATGAC -3
At4926410 rev 5'-GGT CCG ACATACCCATGATCC-3'
At4g37990 for 5'-TGG CCG GGA AACACAACATCACT -3
At4g37990 rev 5'-GCG GTACCT AACGTC GGC TTTCTC -3
At4g37370 for 5'- AGC TAA GGA GAA AGG AAA CAC TAT - 3
At4g37370 rev 5'- GCC CAT TCT AAC GTA ACC GCT GAT -3
At3g60140 for 5'-GCT TTC TAAGCC CTAAAATCG TA-3
At3g60140 rev 5'- GAT CAT AAC CCG CAACAG TCA -3
At1g56430 for 5'-GCT TCG GAT CTC GCG TGT AACT-3'
At1956430 rev 5'- GAA CAC AGC ATTTTT CTAGGT AAG - 3'
At3g56970 for 5-GCATTAGTCCCT TCATTT TTC ACA -3'
At3g56970 rev 5'- GAT GAG TCACTT CATAAGTCT G -3
At5g15970 for 5'- GAA CAAGTAGCG ATCCGAGTCA-3

At5g15970 rev

5'- ACA TCT AAA GGG AGA AGA AAC AT -3

At5g52310 for

5-TGA TCG ATG CAC CAG GCG TAAC -3

At5g52310 rev

5'- CGG AAG ACA CGA CAG GAAACAC-3

At18SrRNA for

5-GCATTT GCC AAG GAT GTTTTC - 3

At18SrRNA rev

5'- GCG GAG TCC TAT AAG CAAC -3
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2.1.3. Mikroorganismen

Zum Klonieren von Plasmid-DNA sind die im Folgenden aufgelisteten Escherichia coli
Stamme verwendet worden. Fir die Expression von pflanzlichen Proteinen in Escherichia
coli ist der Stamm Rosetta(DE3)pLysS verwendet worden.

Stamm Genotyp (Bezugsquelle)

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F" proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet')]
(Stratagene)

XL1-Blue MRF'

F @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk ", mk") phoA
SUpE44 thi-1 gyrA96 relA1 A
(Invitrogen)

DH5a

F, araC14, leuB6(Am), fhuA13, lacY1, tsx-78, ginV44(AS), galk2(Oc), galT22, A, mcrAO,
dcm-6, hisG4(Oc), rfbC1, rpsL136(strR), dam-13::Tn9, xylA5, mtl-1, thi-1, mcrB9999,
hsdR2

GM2163

A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
lac [F’ proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet")] Su” (nonsuppressing) A¥ (lambda resistent)
(Stratagene)

XLORL

F ompT hsdSg(rs” ms") gal decm lacY1 (DE3) pLysSRARE? (Cm")

Rosetta(DE3)pLysS (Novagen®, Merck KGaA)

Fur die Transformation von Arabidopsis thaliana ist der Agrobacterium tumefaciens Stamm
GV3101 pMP90 (Koncz und Schell, 1986) verwendet worden.

Fur die Hefe-Zwei-Komponenten Analysen sind die nachfolgend aufgelisteten Hefestamme
verwendet worden.

Stamm Genotyp (Bezugsquelle)
MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal44, gal804, MEL1,
AH109 LYS2 :: GALlUAs-GALlTATA-H|S3, GALZUAs-GALZTATA-ADEZ,
URA3::MELlUAs-MELlTATA-IaCZ
(Clontech Laboratories, Inc.)
MATe, ura3- 52, his3- 200, ade 2-101, MEL1, trp 1- 901, leu 2- 3, 112, galdAll gal804,
Y187 met—,URA3 : : GALLUAS -GAL1TATA -lacZ
(Clontech Laboratories, Inc.)

2.1.4. Gentechnische Vektoren
Die fur diese Arbeit verwendeten Vektoren sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Vektor Besondere Merkmale Verwendung/Referenz
GEME-T Amp', MCS in lacZ, T7- und T/A Klonieren von PCR Produkten, die 3'-A Uberhédnge haben
p SP6- Promotor (Promega)

pKEx4tr-GUS

Amp', MCS, uidA

Vektor fur transiente Expression eines GUS-Fusionsproteins
unter Kontrolle des CaMV-35S Promotors
(Van Den Ackerveken et al. 1996)

pSMRSGFP

Amp', smRS-GFP

beinhaltet das Gen smRS-GFP
(ABRC Stock Center, Stock Nr.: CD3-327,
Davis and Vierstra, 1998)

PKEx-GFP01-1

Amp', smRS-GFP mit UAA
Translationsstopcodon

Vektor flr transiente Expression von Proteinen mit C-terminaler
GFP-Fusion unter Kontrolle eines modifizierten CaMV-35S
Promotors (diese Arbeit, Barth et al. 2004)
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pKEx-GFP02-4

Amp', smRS-GFP mit Bglll 'Site
in frame' statt
Translationsstopcodon

Vektor flr transiente Expression von Proteinen mit N-terminaler
GFP-Fusion unter Kontrolle eines modifizierten CaMV-35S
Promotors (diese Arbeit, Barth et al. 2004)

T-DNA-Border-Sequenzen,

Binarer Vektor zur stabilen Agrobacterium-vermittelten

pGPTV-Kan MCS. UidA. Kan' Transformation von Pflanzen fur Promotor-GUS
’ ' Reportergenanalysen (Becker et al. 1992)
ColE1 Origin und 2p Origin, Binérer Vektor zur Expression von Proteinfusionen mit der Gal4-
pGBKT7 Kan', Papwi(o-73sbp)::GAL4 BD, DNA Bindedomane fir Hefe-Zwei-Komponenten Analysen
TRP1 (Clontech Laboratories, Inc.)
ColE1 Origin und 2p Origin, Binarer Vektor zur Expression von Gal4-BD-hLamin C als
pGBKT7-Lam Kan', PapH1(30-7360p):: negative Kontrolle fir Hefe-Zwei-Komponenten Analysen
GAL4 BD::hLamC, TRP1 (Clontech Laboratories, Inc.)
ArCT:10IrE'13 Origin und.%iA(l)_ngnD," Arabidopsis thaliana cDNA Bibliothek CD4-30 konstruiert von
pAD-GAL4-2.1 P'. T ADH1( - 408bp)-- 5L - Fan et al. (1997) fiir Hefe-Zwei-Komponenten Analysen (ABRC
Arabidopsis cDNA Bibliothek,
DNA Stock Center, USA)
LEU2
ColE1 Origin und 2p Origin, Binarer Vektor zur Expression von Proteinfusionen mit der Gal4-
pGAD-C1 AMP', Papri - a00p)::GAL4 BD, Aktivierungsdoméne fir Hefe-Zwei-Komponenten Analysen

LEU2

(James et al. 1996)

pGEX-2TKmod

Amp', lacl’, Ppc::GST::MCS

Vektor fir induzierbare Expression von Proteinen mit N-
terminalem Gluthathion-S-Transferase-Tag in E. coli

(GE Healthcare Europe GmbH)

Vektor mit vollstandiger codierender cDNA Sequenz von HIPP26,
welche mittels OneStep-RT PCR Kit (Qiagen) und den Primern
HIPP26cDNAfor und HIPP26cDNArev amplifiziert worden ist
(diese Arbeit, Barth et al. 2009)

pGEM-HIPP26 Amp', HIPP26 cDNA

2.1.5. Pflanzenmaterial

Die Anzucht der Wintergerste (Hordeum vulgare L. cv. Trixi) ist, soweit nicht anders ver-
merkt, unter standardisierten Bedingungen in Klimaschranken (KBWF720, Binder Labor-
technik GmbH, Tuttlingen) mit 50-65% relativer Luftfeuchte, einer Lichtphase von 16h bei
21°C und einer Lichtintensitat von 100pEm™s™ sowie einer Dunkelphase von 8h bei 16°C
durchgefuhrt worden. Fir die Analysen der Expression in unterschiedlichen Pflanzenteilen
(Ernte: 18 Tage nach Aussaat) und der Altersabhéngigkeit (Ernte: 9, 21, 35, 38 Tage nach
Aussaat) im Verlauf der Primarblattentwicklung erfolgte die Anzucht von je 10 Pflanzen in
MitscherlichgefaRen auf Erde mit 4g Diinger pro Topf (Osmocote® Exact® Standard 3-4M,
Scotts Celaflor GmbH, Mainz). Kaltestress ist bei unterschiedlichen Lichtintensitéten
(100pEm™?s™ und 600pEM?s™) in einem VB0714 Klimaschrank mit zusétzlichem Tieftempe-
raturmodul (Voétsch Industrietechnik GmbH, Balingen-Frommern) durchgefiihrt worden. Die
Priméarblatter von 7 Tage alten Keimlingen, die unter Dauerlicht (L00pEm™s™) oder im Dun-
kel etioliert bei 21°C auf Vermiculit (KorngroBe 3-8mm, Deutsche Vermiculit Dammstoff
GmbH, Sprockhdvel) angezogen wurden, sind als Ausgangsmaterial fir die Expressions-
analysen bei kombiniertem Kalte- und Lichtstress sowie fir die Untersuchungen zur ABA-,
Licht- und Temperaturabhangigkeit verwendet worden. Fir die Behandlung mit 50uM ABA
(Duchefa Biochemie B.V.) sind die Priméarblatter abgeschnitten und schwimmend auf den
entsprechenden Ldsungen inkubiert worden. Trockenstress ist mit 7 Tage alten hydroponi-
schen angezogenen Gerstenkeimlingen durch das Entfernen des Murashige and Skoog
Flussigmedium (Duchefa Biochemie B.V.) durchgefihrt worden. Fir die Behandlung mit
1mM CuCl, und CdCl, sind 10 Tage alte Gerstenkeimlinge hydroponisch in Leitungswasser
angezogen und fiir 48h in den entsprechenden Schwermetalllésungen inkubiert worden.

Die Anzucht von Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. erfolgte, soweit nicht anders vermerkt,
unter standardisierten Bedingungen in klimatisierten R&umen mit einer Tagestemperatur von
23°C, einer Nachttemperatur von 18°C, 45-55% relativer Luftfeuchte und einer Lichtintensitat
von 80-100pEm™s™. Neben den Okotypen Columbia Col-0 (N1093) und Landsberg erecta
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Ler-O0 (NASC Code: NW20) sind die 'enhancer trap' und ‘gene trap' Transposon-Insertionsli-
nien ET7654 (Cold Spring Harbor Laboratory, USA, Genbank Accession: AY200075 und
AY200076, Genlocus: At4g38580, HIPP26) und GT.108178 (NASC Code: N170130, Gen-
bank Accession: CR382262, Genlocus: At4g35060, HIPP25) verwendet worden. Um den
Einfluss von Mutationen in anderen Loci so gering wie moglich zu halten, sind homozygote
Nachkommen (F3 bis F5 Generation, Uberpriifung der Allele mittels PCR) sowohl aus der
Kreuzung der Linien Ler-0 x ET7654 (Kapitel 3.2.2.5.5.) als auch aus der Kreuzung von
ET7654 x GT.108178 (Kapitel 3.2.2.5. bis 3.2.2.5.4.) verwendet worden.

Fur die Kaltestressexperimente sind die Pflanzen 8 Wochen im Tag-Nacht-Rhythmus mit
einer 12h Lichtphase und einer 12h Dunkelphase (Okotyp Col-0, Kapitel 3.2.2.2.) bzw. 6
Wochen 10h Tag/14h Nacht (Kapitel 3.2.2.5.1.) auf Erde (Einheitserde classic ED73, Gebr.
Patzer GmbH & Co. KG, Sinntal-Jossa) angezogen worden. Fur die Expressionsanalysen zu
den unterschiedlichen Stresszeitpunkten ist die vollstdndige Rosette geerntet worden. Fur die
ChlorophylIfluoreszenzmessungen sind die Blatter 9 bis 10 von jeweils 4 unterschiedlichen
Pflanzen der jeweiligen Linie pro Messzeitpunkt untersucht worden. Die Col-0 Pflanzen fur
die Analysen der Genexpression in seneszenten Blattern sind ebenfalls auf Erde unter Lang-
tagbedingungen (16h Tag/8h Nacht) angezogen worden. Anschlieend sind von 9 Tage (‘aus-
gewachsen'’) und 38 Tage ('seneszent’) alten Pflanzen die Rosettenblatter 5 bis 8 geerntet wor-
den. Die Col-0 Pflanzen fir die Expressionsanalysen bei Behandlung mit ABA-, 250mM
NaCl, 50uM CuCl; und Trockenstress sind 8 Wochen im 12h Tag/ 12h Nacht-Rhythmus
hydroponisch in 0,1fach 'Hoagland’s No.2 basal salt mixture’ Medium (#¥H2395, Sigma-
Aldrich) angezogen, fir die angegebenen Zeitradume entsprechend behandelt und die vollstan-
dige Rosette zur Isolierung von RNA geerntet worden.

2.2. Molekulargenetische Methoden

2.2.1. cDNA AFLP

Die verwendete cDNA-AFLP Methode wird auch als 'Restriction fragment differential dis-
play—PCR' bezeichnet. Es wurde das DisplayPROFILE™ Kit, welches in Deutschland von der
Firma Q-Bl1Ogene (Heidelberg) vertrieben wird, verwendet und streng nach der Anleitung des
Herstellers gearbeitet. Aus den Gesamt-RNA Losungen der entsprechenden Proben sind zu-
néchst die MRNA's mit dem PolyATtract® mRNA Isolation System (Promega) isoliert wor-
den. Danach erfolgte die Herstellung doppelstrangiger cDNA, deren Verdau mit Taql, die
Ligation der DisplayPROFILE™ Adapter und die PCR unter Verwendung der DisplayPRO-
FILE™ Primer (0-extension Primer, und die selektiven Primer Eu-1, Eu-9 und Eul6). Der 0O-
extension Primer ist vor den PCR-Reaktionen mittels [y**P]-ATP und T4 Polynukleotidkinase
radioaktiv markiert worden. Die Trennung der amplifizierten cDNA-Fragmente erfolgte auf
8% Harnstoff-Polyacrylamid-Fertigsequenziergelen (CastAway Precast Sequencing System;
Stratagene, La Jolla, CA, USA). Nach dem Trocknen der Gele wurden Kodak Biomax MR-
Filme (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) fir die autoradiographische Analyse verwen-
det. Interessante Fragmente sind anschlieRend aus dem Gel eluiert, per PCR reamplifiziert, in
E.coli kloniert und sequenziert worden.

2.2.2. Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die Vervielfaltigung von DNA und cDNA Abschnitten erfolgte mittels PCR, unter Verwen-
dung unterschiedlicher Tag- und Pfu-DNA Polymerasen. Es sind hauptsachlich das OneStep
RT-PCR Kit, die HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen), Taqg DNA Polymerase (Roboklon
GmbH, Berlin) und Pfu DNA Polymerase (Fermentas/Thermo Fisher Scientific) mit den je-
weils mitgelieferten Puffern verwendet worden. Je nach Primerkombination und Ausgangs-
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DNA lagen die optimalen Mg** Konzentrationen im Bereich von 1,5mM bis 2,5mM, die Pri-
merkonzentrationen zwischen 0,1uM bis 0,8uM, die ANTP Konzentrationen zwischen 50uM
und 200uM, die DNA Polymeraseaktivitat pro Reaktion bei 0,1U bis 2,5U und die Zyklenzahl
bei 25 bis 35. Fir einige Primerkombinationen war es erforderlich eine sogenannte "Touch-
down' PCR durchzufiihren. Dabei wird im ersten Zyklus eine 5-10°C hohere Primerhybridi-
sierungstemperatur gewahlt, als fir die verwendeten Primer berechnet. Dann wird diese
Hybridisierungstemperatur im weiteren Verlauf der PCR um 0,5°C bis 1°C pro Zyklus abge-
senkt bis die berechnete Temperatur erreicht ist. Die abschlieenden Zyklen werden mit die-
ser Hybridisierungstemperatur durchgefuhrt.

2.2.3. Klonierung von DNA-Fragmenten und Transformation in Escherichia coli

Die zu klonierenden DNA-Fragmente sind mittels TAE-Agarose Gelelektrophorese nach ihrer
MolekilgroRe getrennt und anschlieBend mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aus
dem Gel isoliert worden. Die mit Taq DNA Polymerase erzeugten PCR-Produkte sind unter
Verwendung des pGEM-T® Vector Systems | (Promega) in den entsprechenden E. coli Vek-
tor ligiert worden. Alle anderen DNA-Fragmente sind ebenso wie die entsprechend verwen-
deten Vektoren mit geeigneten Restriktionsendonukleasen fir die Ligation vorbereitet wor-
den. Bei ungerichteten Ligationen, ist der linearisierte VVektor vor der Gelaufreinigung mit
alkalischer Phosphatase (CIAP, Fermentas/Thermo Fisher Scientific) dephosphoryliert wor-
den. Die Ligationen sind mit 200ng linearisiertem Vektor, DNA-Fragment im Verhéltnis 5:1
Fragment:Vektor und 1U T4 DNA Ligase (Fermentas/Thermo Fisher Scientific) und geeig-
netem Puffer fur 3h bei 18°C oder Gber Nacht bei 14°C durchgefiihrt worden. Nach einer
Hitzeinaktivierung von 10min bei 65°C sind die Ligationsansatze komplett in chemisch kom-
petente E.coli Zellen transformiert worden. Fir die Herstellung der kompetenten E.coli
Stamme wird eine 100ml Hauptkultur in LB-Flissigmedium bis zu einer optischen Dichte bei
600nm von 0,8 bei 37°C und 180Umin™ im Thermoschiittler inkubiert. Nach dem vollstandi-
gen Pelletieren bei 4000xg und 4°C fur 5min werden die Zellen in 40ml sterilem eiskaltem
Puffer (30mM Kaliumacetat, 100mM RbCI, 10mM CaCl,, 50mM MnClI, 15% (v/v) Glycerin,
pH 5.8 mit Essigsaure einstellen) resuspendiert, erneut pelletiert, das Pellet in 4ml sterilem
eiskaltem Puffer (10mM MOPS, 10mM RbCI, 75mM CacCl,, 15% (v/v) Glycerin, pH auf 6.5
mit KOH einstellen) resuspendiert, a 150ul auf Eis aliquotiert, in fllssigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Nachdem der jeweilige Liga-
tionsansatz direkt auf die gefrorenen kompetenten Zellen gegeben wurde, werden diese fir
20min auf Eis inkubiert. Dann erfolgt der Hitzeschock fiir 1min bei 41°C. Danach werden die
Zellen sofort fir 2min auf Eis gekuhlt, 850ul LB-Flissigmedium zugesetzt, fur 1h bei 37°C
und 180Umin™ inkubiert, anschlieRend auf Platten mit geeignetem LB-Selektivmedium aus-
plattiert und 16h bei 37°C inkubiert. Die positiven Kolonien kénnen per Kolonie-PCR auf die
Anwesenheit der entsprechenden DNA-Fragmente tberprift werden.

2.2.4. Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolation der Plasmide aus E. coli sind die Kit's QlAprep Spin Miniprep Kit (bis 10ug
Plasmid-DNA, Qiagen), QIAGEN Plasmid Midi Kit (bis 100ug Plasmid-DNA, Qiagen) und
Invisorb® Spin Plasmid Mini Two (bis 10pg Plasmid-DNA, STRATEC Molecular GmbH)
verwendet worden. Fir die Isolation der Hefe-Zwei-Komponenten cDNA-Bibliothek CD4-30
wurde das QIAGEN Plasmid Mega Kit (bis 2,5mg Plasmid-DNA, Qiagen) verwendet.
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2.2.5. DNA Sequenzierung

Zur DNA-Sequenzanalyse wurde die Methode nach Sanger (1977) angewandt. Fir die Se-
quenzier-PCR sind 300-500pul gereinigte Plasmid-DNA-LOsung, 2ul (10pmol) des entspre-
chenden Primers, 2ul BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing RR-100 Mix (Applied Bio-
systems, Darmstadt), 1ul 5x BigDye Sequencing Puffer v1.1 zugegeben und

mit reinst Wasser auf 10ul aufgefillt worden. Die PCR Reaktionen sind in einem Biometra-
Cycler T3 (BIOMETRA, Géttingen) mit einer Heiz/Kiihlrate von 0,99°C s™ und dem folgen-
den Programm durchgefuhrt worden. Sequenzierprogramm: 96°C fiir 10s, 35x(96°C fur 10s,
50°C-60°C (je nach Primer) flr 5s, 60°C fir 4min), 4°C Pause. Nach der Reaktion wurde die
DNA mit 1/10Vol. 3M Natriumacetatlosung (pH 4,8) und 3Vol. 96%igem Ethanol prazipi-
tiert, bei 13000xg fir 20 min pelletiert, das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrock-
net und bei —20°C aufbewahrt. Die automatische Sequenzierung erfolgte mit einem ABI377
Sequenzierer (Applied Biosystems).

2.2.6. Isolation von DNA aus Arabidopsis thaliana

Sowohl fiir die Amplifikation der HIPP26 Promotor-Fragmente als auch fir die Uberpriifung
der Nachkommen aus den gekreuzten Arabidopsis Linien in Bezug auf die Allele in den Loci
fir HIPP25 und HIPP26 auf Anwesenheit der 'enhancer trap' und 'gene trap' Transposons ist
es erforderlich, DNA aus den zu untersuchenden Pflanzen zu isolieren.

Hiefur ist ein Blatt im Reaktionsgefal unter fllissigem Stickstoff fein zerrieben, in 250ul Ex-
traktionspuffer (2% (w/v) CTAB, 1,4M NaCl, 20mM EDTA (pH 8,0), 200mM Tris-HCI (pH
8,0), 1% (w/v) PVP (Mw = 40000 g mol™)) homogenisiert und fiir 30min bei 65°C inkubiert
worden. AnschlieBend sind unlésliche Zelltrimmer durch Zentrifugieren bei 13000xg fiir
10min pelletiert worden. Der Uberstand ist mit 250ul CI-Losung (96% Chloroform, 4% Iso-
amylalkohol) versetzt, stark gemischt und fur 5min bei 13000xg zentrifugiert worden. Aus
dem Uberstand wird die DNA mit 3Vol. reinst Ethanol ausgefallt und durch Zentrifugieren
bei 13000xg und 4°C fur 20min pelletiert. Das DNA-Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 10mM Tris-HCI (pH 8.5) geldst und bis zur Verwendung bei -20°C gela-
gert.

2.2.7. Isolation von Plasmid-DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Zur lIsolation von Plasmid-DNA sind die Zellen von den entsprechenden Stdmmen in 10ml
Ubernachtkultur, welche im geeigneten SD-Selektivmedium (Yeast Protocols Handbook,
PT3024-1 Version PR13103, Clontech Laboratories, Inc.) bei 30°C und 200U min™ schiit-
telnd inkubiert wurden, vermehrt und durch Zentrifugieren bei 5000xg fur 5Smin pelletiert. Die
Pellets sind anschlielend in 250ul Puffer P1 (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen) resuspen-
diert, mit 50-100ul Glaskugeln (G8772, Sigma-Aldrich) gemischt und 5min kraftig gevortext
worden. Nach dem Absetzen der Glasperlen ist der Uberstand weiter nach der Anleitung des
QIAprep Spin Miniprep Kit's bearbeitet worden. Zur weiteren Analyse sind die in 25ul Eluti-
onspuffer EB isolierten Binarvektoren danach in chemisch kompetente E. coli Zellen vom
Stamm XL1-Blue MRF' transformiert worden.

2.2.8. Isolation von RNA aus Hordeum vulgare und Arabidopsis thaliana

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Pflanzen basiert auf der Methode zur Isolation von RNA
aus Polysaccharid- und Proteoglucan-reichen Proben mittels TRI-Reagenz, welche
Chomczynski und Mackey 1995 beschrieben haben. Dabei wird das entsprechende Pflanzen-
material unter fliissigem Stickstoff sehr fein zerrieben. Dann werden 50-300mg Material mit
1ml 60°C warmen TRIzol® (Kat.Nr.: 15596, Invitrogen GmbH, oder der alternativen TRI-
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Reagenz (38% saures, wassergeséttigtes Phenol, 0,8M Guanidiniumthiocyanat, 0,4M
Ammoniumthiocyanat, 0,1M Na-Acetat (pH 5,0 mit Essigsdure eingestellt), 5% Glycerin)
sieche 'DNA-Microarray Protocols' veroffentlicht vom Arabidopsis Functional Genomics
Consortium, Version 2.0)) homogenisiert, 5min bei 60°C inkubiert, unlésliche Zelltrimmer
bei 13000xg und 4°C fir 10min abzentrifugiert und der Uberstand mit 200ul Chloroform
intensiv gevortext. Nach einer Inkubation bei 22°C fir 5min wird 15min bei 13000xg und
4°C zentrifugiert, die obere wassrige Phase vorsichtig abgehoben, die Ribonukleinséduren mit
250ul 0,8M Na-Citrat/ 1,2M NaCl Losung und 250l Isopropanol (pro ml urspriinglich
verwendetem TRIzol) ausgeféllt, 10min bei 22°C inkubiert, 10min bei 13000xg und 4°C
pelletiert, das Pellet mit 1ml 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50ul DEPC
behandeltem Wasser geldst. Diese RNA wird ein weiteres Mal durch Zusetzen von 1/10 Vol.
4M NaCl und 2Vol. reinst Ethanol ausgefallt, durch Zentrifugieren bei 13000xg und 4°C flr
20min pelletiert, das Pellet mit 1ml 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50ul DEPC
behandeltem Wasser geldst. Anschliellend erfolgen die Konzentrationsbestimmung mit einem
NanoDrop Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GMBH/Thermo Fisher Scientific,
Erlangen) und die Lagerung bei -80°C bis zur weiteren Verwendung.

2.2.9. Genexpressionsanalysen mittels Northern Technik

Fur die elektrophoretische Trennung der Gesamt-RNA sind denaturierende Agarose-Formal-
dehyd-Gele verwendet worden. Die Gele enthielten 1% (w/v) Agarose, 4% Formaldehyd und
1/10Vol. 10xMOPS-Puffer (400mM MOPS, 100mM Na-Acetat, 10mM Na-ETDA, pH 7,2
mit NaOH einstellen) und reinst Wasser. 1XMOPS-Puffer ist als Laufpuffer verwendet wor-
den. Definierte Mengen, z.B. 15ug RNA, sind von den zu untersuchenden RNA-Proben mit
1/10 Vol. 4M NaCl und 2Vol. reinst Ethanol geféllt, durch zentrifugieren bei 13000xg und
4°C fur 20min pelletiert, das Pellet mit 150ul 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20ul
RNA-Probenpuffer (1x MOPS-Puffer, 50% deionisiertes Formamid, 6% Formaldehyd, 10%
Glycerin und 0,008% (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen, fiir 10 min bei 65 °C denaturiert
und in die Taschen des Gels aufgetragen worden. Nach dem Ende der elektrophoretischen
Trennung sind die Gele fur 30min in Wasser gewaschen, 30min mit 200mM Tris-HCI-Puffer,
(pH 9,0) der 0,1ug ml™ Ethidiumbromid enthielt, gefarbt und zweimal 30min mit 100mM
Tris-HCI-Puffer (pH 9,0) entfarbt worden. Die RNA ist dann unter UV-Licht dokumentiert,
mit einer Druckblottapparatur (Stratagene) unter Verwendung von 10xSSC-Puffer (150mM
Na-Citrat, 1,5M NaCl, pH 7,0 mit Zitronensaure einstellen) auf positive geladene Nylon-
membranen (Roche Diagnostics Deutschland GmbH) Ubertragen, im Stratalinker (Stratagene)
mit UV-Lichtbestrahlung kovalent an die Membran gekoppelt, im Hybridisationsofen (OV3,
Biometra/Analytik Jena, Gattingen) bei 50°C fir 90min mit High-SDS-Puffer (7% (w/v)
SDS, 50% deionisiertes Formamid, 5xSSC-Puffer, 5% Natriumphosphat-Puffer (1M
Na;HPOy, pH 7,0 mit Phosphorséure einstellen), 0,1% (w/v) N-Lauroylsarcosin und 2% (w/v)
Blocking Reagenz (Roche Diagnostics Deutschland GmbH)) &quilibriert und anschlieRend
mit den entsprechenden Sondenlésungen (25ng ml™ DIG-11dUracil markierte cDNA in High-
SDS-Puffer) fir 16h ebenfalls im Hybridisationsofen bei 50°C inkubiert worden. Nach der
Hybridisierung der Sonden sind die Membranen zweimal 15min in 2xSSC-Puffer mit 0,1%
(w/v) SDS, zweimal 15min bei 50°C mit vorgewarmtem 0,5xSSC-Puffer mit 0,1% (w/v) SDS
gewaschen, 3min in Waschpuffer (1L00mM Maleinsdure, 150mM NaCl, 0,3% Tween 20, pH
7,5 mit NaOH einstellen) dquilibriert, 45min in Blocklosung (1% (w/v) Roche Blockreagenz,
100mM Maleinsaure, 150mM NaCl, pH 7,5 mit NaOH einstellen) und 30min in Blocklésung
mit  Anti-DIG-Fap-alkalische-Phosphatase-Konjugaten (Roche Diagnostics Deutschland
GmbH) inkubiert, zweimal 15min mit Waschpuffer gewaschen und 2min in Detektionspuffer
(100mM  Tris-HCI, 100mM NaCl, pH9,5) &quilibriert worden. Anschliefend sind die
Membranen 15min bei 37°C mit dem Chemilumineszenzsubstrat CSPD® (Roche Diagnostics
Deutschland GmbH) inkubiert, in Sarogold®-Folie (Carl Roth GmbH & Co KG) verpackt
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und die Chemilumineszenzsignale mit Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Europe
GmbH) detektiert worden.

DIG-markierte cDNA Sonden sind entweder per PCR unter Verwendung der entsprechenden
cDNA-KIlone und des DIG DNA Labeling Mix (10xconc.) oder per Klenow-Enzym und He-
xanucleotid-Mix im DIG DNA Labeling Kit (Roche Diagnostics Deutschland GmbH) ent-
sprechend der Herstellerempfehlungen erzeugt worden.

2.2.10. Genexpressionsanalysen mittels quantitativer RT-PCR

Die von den zu untersuchenden Proben isolierte Gesamt-RNA ist zundchst mit DNase |
(Roche Diagnostics Deutschland GmbH) behandelt worden, um Kontaminationen mit DNA
zu beseitigen. Anschlielend sind pro Probe 1ug RNA unter Verwendung des RevertAid™ H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas/Thermo Fisher Scientific) in cDNA um-
geschrieben worden. Als Primer ist ein Gemisch aus 0,5ul Oligo-(dT)1s-Primer (100uM) und
1ul Hexanucleotid-Mix (100uM) verwendet worden. Die reverse Transkription ist zunachst
fur 5min bei 25°C und dann fir 60min bei 45°C durchgefuhrt worden. Da trotz der Hitzeinak-
tivierung der reversen Transkriptase inhibitorische Effekte auf die quantitative PCR bei der
Verwendung hoher cDNA Mengen als Vorlagen auftreten (Suslov und Steindler, 2005), sind
die cDNA-L6sungen anschlieend einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Reinigung unter-
zogen worden. Dabei sind die 20l cDNA-Reaktionsansatze mit 10mM Tris-HCI (pH 7,8) auf
ein Volumen von 100ul gebracht, mit 100pl Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1, pH 7,5-8,0; Carl Roth GmbH & Co KG) kraftig gemischt, 5min bei 22°C inkubiert,
5min bei 9000xg zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgehoben, die Unterphase nochmals
mit 100ul 10mM Tris-HCI (pH 7,8) ausgeschittelt, 5min bei 9000xg zentrifugiert, der Uber-
stand vorsichtig abgehoben, mit dem ersten Uberstand vereinigt, mit 1/10 Vol. 3M Na-Acetat
(pH 5,0) und 2,5 Vol. reinst Ethanol geféllt, 30min bei 13000xg und 4°C pelletiert, mit 1ml
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und schliellich in 20ul 10mM Tris-HCI (pH 7,8) gel6st
worden. Fur die anschlieRende quantitative PCR sind Verdunnungsreihen mit dem Verdin-
nungsfaktor 0,25 hergestellt worden. Anhand dieser Verdinnungsreihen und der jeweils ge-
messenen gPCR Ct-Werte, kdnnen die PCR-Effizienzen aller Primerkombinationen bestimmt
werden (Pfaffl, 2001). Fur jede PCR-Reaktion sind 2ul der entsprechenden Verdinnungsstufe
als Vorlage, je 0,3uM von beiden Primern, 10nM Fluorescein (Kat.-Nr.: 170-8780, Bio-Rad,
Laboratories GmbH, Minchen) als passives Referenzfluorophor und Platinum® SYBR®
Green gPCR Supermix-UDG (Invitrogen GmbH) verwendet worden. Die g°PCR Analysen
sind auf einem iCycler der 1.Generation oder auf einem MyiQ2-Cycler (beide von Bio-Rad,
Laboratories GmbH) durchgefuhrt und sowohl die jeweiligen C+-Werte als auch die Anstiege
der Regressionsgeraden zur Berechnung der PCR-Effizienzen aus den Verdinnungsreihen mit
der entsprechenden Cyclersoftware ausgelesen worden.

Fur jede Probe sind 3 biologische Wiederholungen untersucht worden. Fir jedes biologische
Replikat sind 3 gPCR-Messungen, d.h. 3 technische Wiederholungen, durchgefiihrt worden.
Anhand der Mittelwerte der technischen Wiederholungen sind unter VVerwendung der REST®
2009 Software fir die biologischen Wiederholungen (Pfaffl et al. 2002, Qiagen GmbH) die
relativen Expressionslevel (Pfaffl, 2001) und die Standardfehler, beruhend auf der C+-Wert-
Abweichung zwischen behandelten und Kontrollproben, PCR-Effizienz korrigiert und auf das
entsprechende Referenzgen normalisiert, fir die unterschiedlichen Zielgene berechnet wor-
den.

2.2.11. Transiente Transformation von Zwiebelepidermiszellen und Fluoreszenzmikroskopie

Fur die transiente Transformation von Zwiebelepidermiszellen und die Expression von GFP-
Fusionsproteinen ist das SmRS-GFP ('solubility modified, red shifted’, Davis und Vierstra,
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1998), welches im E. coli Vektor psmRSGFP (ABRC Code: CD3-327) vorliegt, mit den Pri-
mern GFP for, GFP rev0l (mit Stop Codon) und GFP rev02 ('in frame' Bglll Site statt Stop
Codon) amplifiziert und gerichtet (BamHI, Sacl) anstelle des uidA Gens hinter den modifi-
zierten CaMV35S Promotor (Mindrinos et al. 1994) in den E. coli Vektor pKEx4tr-G (van
den Ackerveken et al. 1996) kloniert worden. Die resultierenden Vektoren konnen fir die
Expression von Fusionsproteinen mit GFP am C-Terminus (pKEx-GFP01-1) und am N-Ter-
minus (pKEx-GFP02-4) in pflanzlichen Zellen verwendet werden. Verschiedene Versionen
von HvFP1 sind mit den Primern HVFP1forB und HVFP1lrevB bzw. HVFP1forCD und
HVFP1lrevC oder HVFPlrevD am cDNA Klon HVSMEQg0015J14 (Genbank Acc.:
AJ508227) amplifiziert, mit dem pGEM-T Vector System (Promega) kloniert, sequenziert
und in die Vektoren pKEx-GFP01-1 (EcoRl, BamHI) bzw. pKEx-GFP02-4 (Bglll) gebracht
worden. HIPP26 ist mit den Primern HIPP26forAB und HIPP26revA oder HIPP26revB am
cDNA Klon pGEM-HIPP26 amplifiziert, mit dem pGEM-T Vector System (Promega) klo-
niert, sequenziert und in den Vektor pKEx-GFP02-4 (Bglll) gebracht worden. HIPP25 und
HIPP27 sind mit den Primern HIPP25 for02 und HIPP25 rev bzw. HIPP27 for02 und
HIPP27 rev an den entsprechenden cDNA Klonen (Kapitel 2.2.12.) amplifiziert, ebenfalls in
pPGEM-T Kloniert, sequenziert und in pKEx-GFP02-4 (Bglll) gebracht worden. Fir die Trans-
formation sind die Plasmide im Verhéltnis 2pug DNA pro mg Wolfram in einer Losung mit
80pg Wolframpartikel (0,6pum bis 1,2um Durchmesser) pro pl, 1M CaCl, und 10,4mM
Spermidin gemischt und fir 10min auf den Wolframpartikeln prézipitiert worden. Pro Schuss
sind 2,5ul dieser Partikel-DNA-Suspension mit einem Heliumgasdruck von 12bar unter Va-
kuum (-0,8bar) bei einer Distanz von 9cm in einer speziell angefertigten Partikelkanone (AG
Prof. Dr. U. Johanningmeier, MLU Halle-Wittenberg) auf ca. 1cm? groRe Zwiebelepidermis-
stiicke geschossen worden. Die Epidermen sind anschliefend auf Platten mit 0,5fach Muras-
hige and Skoog Medium (Duchefa Biochemie B.V.), 30g I™* Saccharose, 2,5ug mI™ Amphote-
ricin B, 5pg ml™ Chloramphenicol und 2% (w/v) Plant-Agar (Duchefa Biochemie B.V.) fiir 5-
10h dunkel bei 28°C inkubiert worden. Die Epidermen sind dann in 1xPBS-Puffer (8mM
Na;HPOg4, 1,47mM KH,PO,4, 137mM NaCl, 2,7mM KCI, pH 7,4 mit HCI oder NaOH ein-
stellen) eingebettet, die Zellkerne teilweise mit 6uM 4',6-Diamidino-2-Phenylindole-Di-
hydrochlorid angefarbt und mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop LSM710 (Carl
Zeiss, Oberkochen) untersucht

worden.

2.2.12. Promotor-Glucuronidase Reportergenanalysen

Die unterschiedlichen HIPP26 Promotor-Fragmente sind per PCR mit den Primern
HIPP26Pro A for (1055bp), HIPP26Pro B for (620bp) oder HIPP26Pro C for (320bp) und
HIPP26Pro ABC rev (siehe Abb. 3.16.) an Arabidopsis thaliana Col-0 DNA amplifiziert, in
pGEM-T kloniert und sequenziert worden. Anschlieflend sind diese Fragmente gerichtet in
die Xbal Smal Restriktionsendonukleaseschnittstellen des bindren Vektors pGPTV-Kan direkt
vor den codierenden Bereich des uidA Gens kloniert worden. Sowohl diese Plasmide als auch
der 'leere’ pGPTV-Kan Vektor sind mittels Agrobacterium tumefaciens in Arabidopsis tha-
liana Col-0 Pflanzen transformiert worden. Die Glucuronidase-Aktivitét ist in Keimlingen der
T2 und T3 Generation histologisch untersucht worden. Daflr sind die Pflanzen mit einer
Farbstofflésung (50mM NaPO, (pH 7.2), 0.5mM K3Fe(CN)g, 0.1% Triton X-100, 10mM Na-
EDTA und 1mM X-GIcA (Kat.-Nr.: X1406, DUCHEFA Biochemie B.V.) unter Vakuum in-
filtriert worden. Nach einer Inkubation bei 37°C fiir 24h im Dunkel sind die Pigmente durch
5-10maliges Waschen mit 50% Ethanol fur jeweils 24h aus den Pflanzen entfernt und die
HIPP26 Promotor-Aktivitat indirekt durch die Glucuronidase-Aktivitdt anhand der Blaufar-
bung sichtbar gemacht worden.
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2.2.13. Hefe-Zwei-Komponenten Analysen

Die Standardtechniken fur den molekularbiologischen Umgang mit Saccharomyces cerevisiae
sind angewendet worden (Guthrie and Fink, 1991 und Yeast Protocols Handbook, PT3024-1
Version PR13103, Clontech Laboratories, Inc.). Die Untersuchungen der "Yeast two hybrid'
cDNA Bibliothek sind nach den Protokollen des Matchmaker Two-Hybrid System 3 (Clon-
tech Laboratories, Inc.) durchgefiihrt worden. Drei unterschiedliche HIPP26 Fragmente sind
mittels PCR unter Verwendung des pGEM-HIPP26 Klones und der Primer HIPP26forCDEF
und HIPP26revC (HIPP26), HIPP26revD (hipp26 C150G) oder HIPP26revE (hipp26 A142-
153), amplifiziert, in pGEM-T kloniert, sequenziert, gerichtet in den Gal4-DNA-Bindedoma-
nen Vektor pGBKT7 (EcoRI, BamHI) kloniert und als Koderkonstrukte in den Hefestamm
AH109 transformiert worden. AnschlieRend sind sowohl die c-myc-Gal4-BD-HIPP26 Koder-
proteinexpression mittels Immunoblot-Analysen als auch die Autoaktivierung der Y2H-Re-
portergene durch die Koderproteine allein tberprift worden.

100pug der Y2H-cDNA Bibliothek (ABRC Stock: CD4-30, Fan et al., 1997) sind in den Hefe-
stamm Y187 transformiert worden und lieferten 866.000 Einzelkolonien. Diese sind mit den
Stammen AH109, die sowohl das Wildtyp-HIPP26-Kdderkonstrukt als auch die hipp26
C150G Version enthalten, gepaart und die resultierenden diploiden Zellen auf SD-Medium
ohne Leucin, Tryptophan und Adenin selektiert worden. Aus positiven Kolonien sind die ent-
sprechenden pAD-GAL4-2.1-cDNA Vektoren isoliert, im E.coli Stamm XL1-Blue MRF' klo-
niert, sequenziert, zurtick in den Hefestamm Y187 transformiert, mit den HIPP26 Kdder-
stdimmen gepaart und die Proteininteraktion durch die Aktivierung der Reportergene HIS3 ,
ADE2 und lacZ verifiziert worden.

Zusétzlich sind die codierenden Bereiche weiterer HIPPs und ATHBs mittels OneStep RT-
PCR Kit (Qiagen), Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana Col-0 und den entsprechenden
Primern (siehe Kapitel 2.1.2.) amplifiziert, in pGEM-T Kloniert, sequenziert, in den Gal4-
DNA-Bindedoménenvektor pGBKT7 bzw. den Gal4-Aktivierungsdoméanenvektor pGAD-C1
kloniert, in die Hefestamme AH109 bzw. Y187 transformiert, gepaart und auf Aktivierung der
Reportergene HIS3, ADE2 und lacZ untersucht worden.

2.2.14. Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Die verwendete Methode ist urspriinglich von Akada et al., (2000) beschrieben worden.

Eine 50ml Hauptkultur in YPDA-Flussigmedium (1x YPD Broth (Kat.-Nr.: Y1708,
DUCHEFA Biochemie B.V.), 0,003% (w/v) Adenin-Hemisulfat) ist mit 2ml einer 16h Vor-
kultur angeimpft, bei 30°C und 180U min™ bis zu einer optischen Dichte bei 600nm Wellen-
lange von 0,8 im Thermoschittler inkubiert, die Zellen bei 3000xg fur 5Smin pelletiert und in
2ml frisch hergestellter, steriler PLAG-L6sung (10mM Tris-HCI (pH 7,5), 1ImM Na-EDTA,
40% (w/v) PEG 4000, 0,1M Li-Acetat, 15% Glycerin) resuspendiert worden. Anschlielend
sind der Zellsuspension 250l E. coli RNA (10mg ml™) zugesetzt, gemischt, 200pl Portionen
in sterile ReaktionsgefaRe abgefillt und diese dann langsam bei -80°C eingefroren worden.
Am néchsten Tag sind den gefrorenen Zellen 0,5-1,0ug Plasmid-DNA hinzugefiigt, die Sus-
pension 3min bei 37°C im Thermoschittler aufgetaut, fir 2h bei 42°C inkubiert, auf entspre-
chenden SD Selektivmedien (6,7g I* YNB ("Yeast nitrogen base without amino acids', Difco),
7,5 g I'* Microagar (DUCHEFA Biochemie B.V.), 10% 10x Dropout Solution, pH 5,8) aus-
plattiert und die Platten 40h bei 30°C inkubiert worden.

10x Dropout Solution enthalt, mit Ausnahme der fur die jeweilige Selektion der auxotrophen
Marker wichtigen Nahrstoffe, 200mg I L-Adenin-Hemisulfat, 200mg I L-Argenin-HCl,
200mg I"* L-Histidin-HCI-Monohydrat, 300mg I L-Isoleucin, 1000mg I L-Leucin, 300mg I
1 L-Lysin-HCI, 200mg I* L-Methionin, 500mg I L-Phenylalanin, 2000mg I™* L-Threonin,
200mg I™* L-Tryptophan, 300mg I™* L-Tyrosin, 200mg I L-Uracil und 1500mg I™* L-Valin.
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2.2.15. Proteininteraktionsstudien in vitro mittels 'GST pulldown'

Der vollstédndige codierende Bereich von ATHB29 ist mittels OneStep RT-PCR Kit (Qiagen),
Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana Col-0 Blitenstdnden und den Primern ATHB29for
ATHB29rev amplifiziert, in pGEM-T kloniert und sequenziert worden. Der entsprechende
Vektor ist direkt hinter dem 3'-Ende der ATHB29 cDNA mit Sacll linearisiert worden. Fir das
Umschreiben von ATHB29 in RNA sind 2ug dieser linearisierten Plasmid-DNA pro 25ul
Reaktionsansatz und 5ul 5x SP6 Transkriptionspuffer, 5ul NTPs-GTP-reduziert (je 2,5mM
ATP, CTP, UTP und 0,25mM GTP), 1,2ul 10mM CAP-Analogon (m7G(5")ppp(5")G, Biozym
Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf), 2,5ul 100mM DTT, 25U RiboLock™ RNase Inhibitor
und 20U SP6 RNA Polymerase (Fermentas/Thermo Fisher Scientific) fur 1h bei 37°C und
nach Zugabe von 11,25nmol GTP nochmals 30min bei 37°C inkubiert worden. AnschlieRend
sind die Ansétze auf 100ul aufgefillt, mit 0,1Vol. 3M Na-Acetat und 2,5Vol. reinst Ethanol
gefallt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert worden. Pro in vitro Translation-
sansatz sind 20pl der RNA-Fallung fiir 30min bei 13000xg und 4°C pelletiert, mit 100ul 70%
Ethanol gewaschen, getrocknet und mit 8,7ul reinst H,O, 12,5ul Flexi® Rabbit Reticulocyte
Lysate System (Promega), 0,541 1mM Aminoséure-Mix ohne Methionin

1,8ul 1M KCI, 0,5p1 0,1M DTT und 1,0pl L-**S-Methionin (GE Healthcare Europe GmbH)
fur 90min bei 30°C inkubiert worden. AnschlieBend sind 2ul als 'IVTL INPUT' Kontrolle in
2x SDS-PAGE Probenpuffer aufgekocht und die restlichen 23ul fir die 'GST pulldown’
Analysen verwendet worden.

Die HIPP26 (C36G,C39G) Substitutionsmutante ist durch gerichtete Mutagenese per PCR
zunéchst unter Verwendung des cDNA Klones pGEM-HIPP26 als Vorlage und der Primer
HIPP26forCDEF und HIPP26revF (Produkt 1) sowie HIPP26forF und HIPP26revC (Produkt
2) und einer dritten PCR mit den durch Gelextraktion gereinigten PCR-Produkten 1+2 als
Vorlagen und den Primern HIPP26forCDEF und HIPP26revC erzeugt, in pGEM-T kloniert,
sequenziert und ebenso wie der vollstandige codierende Bereich des Wildtyp HIPP26 gerich-
tet in den Vektor pGEX-2TKmod (EcoRlI, Xhol, GE Healthcare Europe GmbH) kloniert wor-
den. Die resultierenden Plasmide pGEX-HIPP26-1, pGEX-HIPP26-4 und der ‘leere’ Vektor
pPGEX-2TKmod sind zur Proteinexpression in den E. coli Stamm Rosetta(DE3)pLysS (Nova-
gen®, Merck KGaA) transformiert worden. Fiir die Expression sind 100ml Hauptkulturen bei
einer optischen Dichte (A = 600nm) von 0,8 mit 2mM Isopropyl-B-D-thiogalactosid induziert,
nach einer Inkubation bei 37°C und 180U min™ fiir 3h durch Zentrifugieren bei 4°C und
5000xg fur 5min pelletiert und bei -20°C eingefroren worden. Das Pellet ist in 5ml Auf-
schlusspuffer (140mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na;HPO,, 1,8mM H,PO,, 1mM PMSF,
1ImM EDTA, 1uM EG64, pH 7.3) resuspendiert, die Zellen durch Ultraschall-Behandlung
(Model 250 Sonifier®, Branson) aufgeschlossen und unlésliche Zelltriimmer bei 4°C und
12000xg fur 30min pelletiert worden. Der Uberstand ist zur Fallung der DNA fiir 15min mit
0,1% (w/v) Protaminsulfat auf Eis inkubiert und fir 30 min bei 4°C und 12000xg zentrifugiert
worden. Die Proteinextrakte sind anschlieBend zur Bindung der Fusionsproteine mit 70ul
zuvor mit 5ml Bindepuffer (140mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPO,, 1,8mM KH,PQ,,
0,05% Nonidet P40, pH 7,3) aquilibrierter Glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare Europe
GmbH) fiir 16h bei 4°C und 30U min™ inkubiert worden. Die GSH-Sepharose ist bei 4°C fiir
2min mit 1000xg im Ausschwingrotor pelletiert, der Uberstand entfernt und dreimal mit 5ml
Waschpuffer (140mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPQ,, 1,8mM KH,PO,, pH 7,3) gewa-
schen worden. Etwa die Halfte der entsprechend préparierten Sepharose (35ul) ist anschlie-
Rend mit 1ml Pulldown-Bindepuffer (140mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPO,, 1,8mM
KH,POy4, 0,05% Nonidet P40, 1mM DTT, pH 7,3) &quilibriert, bei 4°C und 1000xg fur 30s
pelletiert, in Pulldown-Bindepuffer resuspendiert, mit 23ul in vitro translatiertem ATHB29
fur 1h bei 4°C und 30U min™ inkubiert, dreimal mit 900pl Puffer (140mM NaCl, 2,7mM
KCI, 10mM NayHPQ4, 1,8mM KH,PO,4, 1mM DTT, pH 7,3) gewaschen und in 40ul 2xSDS-
PAGE Probenpuffer aufgekocht (3min bei 95°C) worden. Die Proteinproben sind anschlie-
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Rend mittels Elektrophorese auf 16% Polyacrylamid-SDS-Gelen getrennt und mit dem Fuji-
film BAS-System auf einem Phosphofluoroimager (Fujifilm FLA-3000) dokumentiert wor-
den.

2.2.16. Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Der verwendete Agrobacterium Stamm GV3101 pMP90 ist in einer 200ml Hauptkultur mit
YEB-Flissigmedium (5g I"* Bacto Fleischextrakt, 1g I Bacto Hefeextrakt, 5g I Bacto Pep-
ton, 5g I Saccharose, pH 7,2 mit 5N NaOH einstellen, autoklavieren, danach 0,2% sterile 1M
MgSO,4-Lésung, 25ug ml™ Gentamicin und 100pg ml™ Rifampicin zusetzen) bei 28°C und
180U min™ bis zu einer optischen Dichte (. = 600nm) von 0,6 angezogen, 10min auf Eis ab-
gekuhlt, die Zellen bei 4°C und 4000xg fur 20min pelletiert, mit 20ml eiskaltem Puffer
(10mM Tris-HCI (pH 7,2), ImM Na-EDTA) gewaschen, pelletiert, in 20mM CacCl, resuspen-
diert, @ 200pul aliquotiert, in flussigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -
80°C gelagert worden. Fur die Transformation sind die Zellen auf Eis aufgetaut, 5ug Plasmid-
DNA hinzugegeben, vorsichtig gemischt, 5min auf Eis inkubiert, fur 5min in fllissigem Stick-
stoff eingefroren, 5min bei 37°C inkubiert, Iml YEB Flussigmedium hinzugesetzt, fir 3h bei
28°C und 180U min™ inkubiert, auf YEB-Platten inklusive der entsprechenden Antibiotika
ausplattiert und fiir 2 Tage bei 28°C inkubiert worden.

2.2.17. Transformation von Arabidopsis thaliana mittels Agrobacterium tumefaciens

Fur die Transformation von Arabidopsis thaliana mittels Agrobacterium tumefaciens ist die
von Clough und Bent (1998) entwickelte ‘floral dip' Methode verwendet worden. Eine 1l
Hauptkultur ist in YEB Flussigmedium inklusive der bendtigten Antibiotika mit 10ml einer
entsprechenden 24h Vorkultur angeimpft, fur 18h bei 180U min™ und 28°C inkubiert, die
Zellen fir 15min bei 4500xg pelletiert und durch Resuspendieren in Infiltrationsmedium (5%
(w/v) Saccharose, 10mM MgCl,) auf eine optische Dichte (A = 600nm) von 0,8 gebracht
worden. Anschlielend sind die Bakteriensuspensionen in geeignete Schalen tberfiihrt und
vorsichtig mit 0,03% Silwet L-77 (LEHLE SEEDS, Round Rock, Texas, USA) vermischt
worden. Ungestresste Arabidopsis Pflanzen mit jungen 2-10cm hohen Blitenstdnden sind fir
5s vorsichtig durch diese Bakteriensuspension getaucht, fir 24h dunkel in mit Plastikhauben
abgedeckten Schalen und anschlielend wieder unter Standardlangtagbedingungen inkubiert
worden. Nach dem Absammeln der Samen sind zunéchst deren Oberflachen sterilisiert wor-
den. Hierfur sind die Samen flr 2min in 70% Ethanol, 10min mit Bleichldsung (9% Natrium-
hypochlorid-Lésung, 0,5% Tween 20) behandelt und finfmal mit reinst H,O gewaschen wor-
den. Die so behandelten Samen sind dann zum Selektieren transgener Keimlinge anhand der
Kanamycinresistenz, welche mit der T-DNA von pGPTV-Kan in die entsprechenden Pflanzen
gelangt, auf Platten (0,5x Murashige and Skoog Medium, 0,8% (w/v) Plant-Agar (beides
Duchefa Biochemie B.V.) und 100ug ml-1 Kanamycinmonosulfat) ausgesat, 3 Tage dunkel
bei 4°C stratifiziert, 3 Tage dunkel bei 23°C etioliert zur Keimung gebracht und die Keim-
linge 1Tag mit 100pE m™ s™ beleuchtet worden. Kan-resistente Keimlinge sind anhand der
grinen Kotyledonen identifiziert und auf Erde pikiert worden.

2.2.18. DNA- und Protein-Sequenzanalysen

Fur die Datenbanksuche von DNA- und Proteinsequenzen sind die 'Nucleotide Blast',

‘Protein Blast', 'BlastX', 'TBlastN’, 'TBlastX' und 'Conserved Domain Search' Programme des
National Center for Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi)
verwendet worden. Fir die Analyse von Genen und den entsprechend codierten Proteinen aus
Arabidopsis thaliana sind zudem die TAIR-Datenbank (The Arabidopsis Information Re
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source, http://www.arabidopsis.org/), WoLF PSORT (in silico Proteinvorhersagen,
http://wolfpsort.org/), NetNES 1.1 (Vorhersage von Leucin-reichen NuklearExport Signalen,
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) und die PFAM Datenbank von Proteinfamilien und
konservierten  Proteindoméanen  (http://pfam.sanger.ac.uk/) verwendet worden. Die
Consensussequenz der HMA Domane (‘heavy metal associated domain', PFAMO00403) ist flr
die Suche nach Genen von Arabidopsis thaliana, die fur Proteine mit HMA Doméne codie-
ren, benutzt worden. Die Vergleiche mehrerer Aminosauresequenzen sind mit dem ClustalW
Algorithmus des MegAlign Programms der ‘Lasergene expert sequence analysis' Software
(DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) durchgefuhrt worden. Dabei sind die ClustalW Para-
meter 'Gap Penalty': 18,00; 'Gap Length Penalty': 0,50; 'Delay Divergent Seqs(%)": 50; 'DNA
Transition Weight': 0,80 und 'Protein Weight Matrix' = Gonnet Series verwendet worden. 91
Aminoséuresequenzen, welche den auf 62 Aminoséuren begrenzten Bereich der HMA Doma-
nen in den 76 Arabidopsis Proteinen mit HMA Domaéane und HvFP1 reprasentieren, sind flr
den multiplen Sequenzvergleich und den daraus resultierenden phylogenetischen Baum be-
nutzt worden.

Anhand der 'PLant Cis-Acting regulatory DNA Elements (PLACE) Datenbank (Higo et al.
1999, http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) sind in silico DNA-Bindestellen fur pflanzliche
Transkriptionsfaktoren im 1055bp umfassenden Promotorbereich des HIPP26 Gens
identifiziert worden. Fir die Auswertung von DNA-Sequenzierungsdaten sind das SegMan
Programm der ‘Lasergene expert sequence analysis' Software (DNASTAR Inc.) und die
bereits erwahnten Internethilfsmittel verwendet worden.

2.3. Physiologische Methoden

2.3.1. Chlorophyllfluorometrie

Die Messungen der PSII-Effizienz (Fy/Fm = (Fm- Fo)/Fm) sind mit einem Mini-PAM Chlo-
rophyllfluorometer (Heinz Walz GmbH, Effeltrich) und die Messungen des relativen Chloro-
phyllgehaltes mit einem SPAD Messgerét (Konica Minolta Sensing Europe B.V., Miinchen)
an jeweils 10 Gerstenproben durchgefiihrt worden.

Die Messungen der PSlI-Effizienz (F./Fy), des relativen Elektronentransportlevels (rel. ETR
= 0.5 x Yield x PAR x Absorptivity) und des nichtphotochemischen Quench (NPQ = (Fp-
Fm)/Fry) an Arabidopsis Pflanzen sind mit einem Imaging-PAM Chlorophyllfluorometer
(Heinz Walz GmbH) durchgefiihrt worden. Die Messungen sind bei Raumtemperatur durch-
gefiihrt worden. Fir die Bestimmung von Fo und Fy, sind die Blatter 5min dunkeladaptiert
worden. Anschliel}end sind die Bléatter fiir die Bestimmung von Fs und Fy, fir 4min mit einer
Lichtintensitat von 100uEm™ s (‘photosynthetic active radiation' PAR) bestrahlt worden.

Die maximale PSII-Effizienz bei dieser PAR berechnet sich wie folgt: Yield = (Fn- Fs)/Fy).
Die Absorption der Blatter wird durch Messung des von den Proben reflektierten roten LED-
Lichtes (R), des von den Proben reflektierten nahe-infraroten LED-Lichtes (NIR) und folgen-
der Berechnung: Absorptivity = 1 - R/NIR bestimmt.

2.3.2. Bestimmung des relativen Pflanzenwassergehaltes

Fur die Untersuchungen zum Einfluss von Wassermangel auf die unterschiedlichen Mutanten
sind diese auf Erde im 10h Tag/ 14h Nacht-Rhythmus angezogen worden. Pro Topf ist Erde
mit einer Trockenmasse von 55mg verwendet worden (= 0% Bodenwassergehalt). Mit Wasser
gesattigte Erde wurde gleich 100% Bodenwassergehalt gesetzt. Um den Einfluss unterschied-
licher Standortbedingungen zu minimieren, sind pro Topf 4 Pflanzen, je eine Pflanze pro
Linie (Ler-0, hipp25 , hipp26 und hipp25/26), pikiert worden.
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Pro Messzeitpunkt und Linie sind jeweils 10 Pflanzen analysiert worden. Hierflr sind die
Frischgewichte (FG) des vollstandigen oberirdischen Pflanzenmaterials und nach 48h bei
80°C die Trockengewichte (TG) der jeweiligen Proben mit einer Feinwaage gewogen und der
relative Pflanzenwassergehalt (PWC) nach der folgenden Beziehung berechnet worden:

PWC = (FG - TG) / FG x 100%.

2.3.3. Bestimmung des Wurzelwachstums

Fur die Untersuchungen zum Einfluss von Salz, Zink und Kupfer auf den Wurzelzuwachs der
unterschiedlichen Mutanten sind oberflachensterilisierte Samen zundchst auf Platten mit
0,5fach Hoagland Medium und 0,8% (w/v) Plant Agar (DUCHEFA Biochemie B.V.) ausge-
legt, 3 Tage bei 4°C stratifiziert und 3 Tage im Langtag (16h Licht/8h Nacht) zur Keimung
gebracht worden. Danach sind pro Linie je 10 Keimlinge mit einer Wurzellange von ca. 5mm
auf 0,5fach Hoagland Kontrollplatten und Platten, denen mit 1220mM NaCl, 200uM ZnSO,
oder 30uM CuSO, zugefugt war, umgesetzt, fir weitere 9 Tage im Langtag inkubiert und
anschlieBend gemessen worden.

3. Ergebnisse

3.1. HvVFP1 in Gerste, ein durch Stress reguliertes putatives Schwermetallchaperon im
Zellkern

3.1.1. Identifizierung von HvFP1 als ein durch Kalte induziertes Gen in Priméarblattern von
Hordeum vulgare

Welche molekularen Faktoren ermdglichen es hoheren Pflanzen bei niedrigen Temperaturen
zu Uberleben? Welche Rolle spielen dabei weitere Stressfaktoren wie z. B. Starklicht? Es gibt
eine Reihe von experimentellen Ansédtzen, um solche wichtigen physiologischen Fragen zu
beantworten. So ist es unter anderem mdoglich, nach Genen zu suchen, die als Reaktion auf
plotzlich absinkende Umgebungstemperaturen bei gleichzeitig hohen Lichtintensitaten akti-
viert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde dazu eine cDNA-AFLP Methode verwendet.
Hierfiir wurden die mRNA-Molekiile aus nicht behandelten (21°C und 100pE m™s™) und
unterschiedlich lange mit Kalte (2°C) und hohen Lichtintensitaten (600pHEm™s™) gestressten
Gerstenkeimlingen isoliert, in cDNA umgeschrieben, gezielt vermehrt, dabei radioaktiv mar-
kiert, nach MolekilgroRe separiert und photographisch dokumentiert (siehe Abb. 3.1.). Ein
Vergleich der unterschiedlichen Signalintensitaten ermdglicht es, cONA-Fragmente von indu-
zierten Genen gezielt zu isolieren, zu Kklonieren, zu sequenzieren und weiter zu analysieren.
Mit Hilfe der Basensequenz, des in Abb. 3.1. dargestellten 206bp cDNA-Fragmentes, konnte
in silico ein cDNA Klon (Genbank Acc.: BE231003) mit grof3er Sequenzhomologie (182 von
206 verglichenen Basen identisch) aus der Gersten-cDNA Library HVcDNAOQOOO8 des Clem-
son University Genomics Institute (New Cherry St. Clemson, USA) identifiziert werden. Eine
vollstandige Sequenzierung diese Klones ergibt die in Abb. 3.1. gezeigte mRNA Sequenz.
Sowohl ein Teil des 5' nicht translatierten Bereiches und der vollstdndige 3' nicht translatierte
Bereich (5'- und 3'-UTR) als auch das polyadenylierte 3' Ende sind ablesbar. Fiir weitere Ex-
pressionsanalysen auf Transkriptebene wurde das 206bp grofle cDNA-Fragment als Sonde
markiert in Northern-Experimenten verwendet.

Der codierende Bereich ist mit 468 Basen angegeben. Das Genprodukt umfasst 155 Amino-
sduren und wird als Hordeum vulgare farnesyliertes Protein 1 (HvFP1, Barth et al. 2004) be-
zeichnet.

Anhand der Aminoséuresequenz kénnen fur HvFP1 ein Kernlokalisierungssignal (NLS), eine
Schwermetallbindedoméne (HMA, heavy metal associated domain) und ein C-terminales
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2°C + B0OWE m’s’

Oh

5h +10h  105h + 180h

5'- atccagccga

gagagagaga
aggaggaaga
TGGTGTCGGA
CATGAAGAAG
GTCCGG - 3'

cDNA-Fragment (AFLP)
Genbank accession: AJ505970 (206 bp)

acaatttctt ggggctttga gagagagaga
gagagagaga gagagagaga gagaggtgga
agaaggggag cgggATGGGG ATCGTGGACG
GTACTGCTCG CTGCCGCGGA CTCGCCGGCA
CGAAAGCAGT TCCAGACGGT GGAGATGAAG

5'- gcacgagggyg

gccgaacaat
agagagagag
TGGGGATCGT
GCGGACTCGC
ACGGTGGAGA
AGCGCAAGGT
GAGCTCGGTG
GTGACGGGGT
TGGCATACAA
CGTGCCGTAC
GCCTACGACA
TCATGAGCGA
CTCCACCGAG
AACCCCAACG
cttgtctccg
ttgecctgcetce
gggtgggagyg
tcetgtgttt
tatgtattct
tcggtgagga
caatgttccc
tgatttgctc
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
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cagtgcttgc
ttettgggge
gtggaaggag
GGACGTGGTG
CGGCACATGA
TGAAGGTCCG
CAAGAAGGCC
GAGGTGACGC
ACGTGGACGC
GACCGGCAAG
GACGTGGTGG
AGCGCGCGCC
CCcccTceGaee
GCCAGGTACA
CCTGCTCCGT
gccgeeceggce
tgctctgctc
ggtctctagc
ttaaaaaaac
tgcttcggtt
ggaagctcca
aatcagtgaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

Abb. 3.1. Die Identifizierung von HvFP1 mittels cDNA-AFLP unter
aus Gerstenkeimlingen, die unterschiedlich lang mit Kalte und Starklicht behandelt worden
sind. Der Eu-9 Primer ist als selektiver Primer verwendet worden. Der homologe Bereich zwischen
dem AFLP-cDNA-Fragment aus der Wintergerstensorte Trixi und dem cDNA Klon aus der Winter-
gerstensorte Morex ist fettgedruckt. Der fir HVFP1 codierende Bereich ist durch grof3e Buchstaben
hervorgehoben.

cDNA-Klon (HVSMEg0015J14)
codiert Hordeum vulgare farnesyliertes Protein 1
(HVFP1)
Genbank accession: AJ508227 (991 bp)

agaagttgaa
tttgagaaag
gaagaagaag
TCGGAGTACT
AGAAGCGGAA
GATCGACTGC
CTCGACGACA
CGAAGCAGAA
GGCCAAGGTG
CGGGTGGAGC
CGCACCCCTA
CGCCGGCTAC
GCGCCGCTCG
CCGCCGCATT
CATGTAGcct
caccggcgac
tgctcatcca
tagacagttc
tagactagac
tggtgtaaga
tcaatcttgt
tcagatgagc
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

ctcgaattca
agagagagag
gggagcgggh
GCTCGCTGCC
GCAGTTCCAG
GAGGGCTGCG
TGAAAGGCGT
CAAGGTGACG
ATGCGCCGGG
CGTGGCCATA
CGCCCCeeGl
GTCCGCAACG
CCAGGGCCTC
CAGCGACGAG
eccactctce
cttttctagce
tggcggegtt
gctggecgttce
tagtagaaga
tatgtgggat
tgtttatgag
gttgcacgat
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
a = 3

Verwendung von Blattern

Isoprenylierungsmotiv (1) in silico vorhergesagt werden (siehe Abb. 3.2. B). Uber Datenbank-
analysen konnten zwei weitere Gersten-Proteine mit hoher Sequenzhomologie identifiziert
werden. Hierflr sind Uberlappende EST Sequenzen computergestitzt zu grélReren Contigs
(groRere zusammenh&ngende DNA Sequenzinformationen, die aus mehreren einzelnen
Sequenzabschnitten zusammengesetzt werden) zusammengefiigt worden. Nachdem die
jeweiligen codierenden Sequenzbereiche identifiziert werden konnten, sind sie inklusive eines
Teils des jeweiligen 3'-UTR mittels RT-PCR aus Hordeum vulgare cv. Trixi als cDNA




3.1. HvFP1 in Gerste

isoliert, kloniert und sequenziert worden. Die dabei erhaltenen Sequenzen codieren fir HVFP2
(Genbank Accession Nr.: AJ549118) und HvFP3 (Genbank Accession Nr.: AJ549119), wel-
che wie HVFP1 mit HMA, Isoprenylierungsmotiv und NLS die drei typischen Sequenzmotive
besitzen (Barth et al. 2004).

Die Aminosauresequenzen der HMA Domaénen von HvFP1, HvFP2 und HvFP3 sind in Abb.
3.2. A im Vergleich zu der in der Datenbank vorgegebenen HMA-Consensussequenz
(PFAMO00403) dargestellt. Eine hohe Ubereinstimmung ist vor allem im zentralen Metallbin-
demotiv (MXCxxC) zu erkennen. Das MxCxxC Motiv, mit den beiden Metall-bindenden
Cysteinresten, ist als charakteristisches Sequenzmotiv in vielen eukaryotischen Metalltrans-
portern und Metallchaperonen zu finden (Arnesano et al., 2002). Allerdings besitzt HvFP1
anstelle des Methionins ein Isoleucin. Die HMA-Doménen weiterer, bereits bekannter
Kupferchaperone wie CopZ (Cobine et al., 1999), SCATX1 (Lin und Culotta, 1995), AtATX1
(Andres-Colas et al., 2006), AtCCH (Himmelblau et al., 1998) und AtCCS (Wintz und Vulpe,
2002; Chu et al., 2005) sind ebenfalls dargestellt. Die deutlich sichtbare Ahnlichkeit ist ein
Hinweis auf eine mdogliche Funktion von HvFP1, HvFP2 und HvVFP3 als Schwer-
metallchaperone. Aufféllig ist, dass sowohl HvFP1 als auch HvFP2 und HvFP3 ein Aspartat
direkt vor dem ersten Cystein und jeweils eine Glutamat direkt hinter den beiden Cysteinen
des MxCxxC Motivs aufweisen. Diese Aminosaurereste sorgen vermutlich fir eine hohe
Affinitat der Schwermetallbindetasche zu den entsprechend transportierten Metallionen. So
konnten zum Beispiel Eren et al., (2007) zeigen, dass eine Substitution des Glutamat mit
Alanin oder Cystein im ICCxxE Kernmotiv der HMA Domane der Zink-transportierenden
P1g-Typ ATPase AtHMAZ2 deren Affinitat zur Bindung von Zinkionen deutlich verringert.

1 - - NS vV E P GH PFAMO00403
2 K Q E F Al K S KA - CopZ

5 K H Y Q N V E P ScATX1

33 QT \ R V E KelN - AtATX1

3 Q TRNAV K Vv E [Kel - AtCCH

88 - L BME M Vv E KeN - AtCCS

27 Q TRNME K Vv K Kel - HVFP1

29 Q T NAN K Vv R Kel - HVFP2

29 Q T NAN K Vv R Kl - HVFP3

32 DLETGKA V VS L K LVEAI EDMEAG PFAMO00403
35 oWk Kk E LS NNl AT I c oM E - L [¢ E CopZ
39 s MR o LV TLPIYD I L E<IMK kK - T[S R ScATX1
66 IKEQV NQPD VL aTviak - T A AATX1
36 bl «k E o LAV NRNME P E V FlQT VS K- T[s S AtCCH
120 WS N QV Vv s s [P W M T oM. Eo - T [ R AtCCS
60 TP KOaaNEV YD A A V MRRVAY KT E HFP1
62 NP KMSEQV FNBE P S V L IAIR IV K [SI- T E HVFP2
62 NP KMSEdV HVYBE P REAV L IR V K 8 il G E HVFP3

0 1|4 2|4 2]9 9|1 15‘] ‘IISS

Abb. 3.2. Die HVFP1 Aminosauresequenz weist auf eine Proteinfunktion als Schwermetall-
chaperon hin. (A) Aminosduresequenzvergleich der HMA Consensus Sequenz (PFAMO00403.
Méarz2009), bekannter Kupferchaperone wie CopZ (B56085, Enterococcus hirae), ScATX1
(NP_014140, Saccharomyces cerevisiae), AtATX1 (NP_564870, Arabidopsis thaliana), AtCCH
(NP_191183, Arabidopsis thaliana), AtCCS (NP_563910, Arabidopsis thaliana) mit den HMA
Doménen von HvFP1 (CAD48128), HvFP2 (CAD70172) und HvFP3 (CAD70173) aus Hordeum
vulgare. Mit PFAMO00403 identische Aminosaurereste sind schwarz und ahnliche Aminosauren grau
unterlegt dargestellt. (B) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von HvFP1. In silico
vorhergesagte Doméanen sind wie folgt bezeichnet: Kernlokalisierungssignal (NLS), Schwermetall-
bindedoméane (HMA, 'heavy metal associated domain') und ein C-terminales Isoprenylierungsmotiv (1).
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3.1. HvFP1 in Gerste

3.1.2. Stress- und entwicklungsabhéngige Expression von HVFP1

Die Expression des HVFP1 Genes zeichnet sich in kombiniert Kélte-Licht gestressten Winter-
gerstenkeimlingen durch einen transienten Induktionsverlauf aus. Die jeweiligen mRNA
Mengen liegen zum Startzeitpunkt der Stresskinetik unterhalb der Detektionsgrenze. Sie stei-
gen innerhalb von 10 bis 15 Stunden nach Transfer der Keimlinge in eine Umgebung mit 2°C
und 600HEM™s™ auf ein Maximum an (Abb. 3.3.). Im weiteren Stressverlauf sinkt der HVFP1
Transkriptgehalt auf ein deutlich niedrigeres Niveau ab. Interessant ist, dass das Transkriptle-
vel eines Lichtstressproteines aus der ELIP Familie (‘early light inducible protein’) sehr &hn-
lich transient reguliert wird (Abb. 3.3.). Im Unterschied zu HvFP1 und Elip erhoht sich die
MRNA Menge des von Cattivelli und Barthels, 1990 identifizierten durch Kalte regulierten
Genes Cor14b innerhalb von 38 Stunden und bleibt im weiteren Stressverlauf konstant auf
diesem relativ hohen Niveau. Die plastidar codierten Photosynthesegene PsaA/B, welche flr
die zentralen Proteine A und B des Photosystem | codieren, werden wéhrend kombiniertem
Kélte-Lichtstress auf Transkriptebene nahezu konstant exprimiert.

-1_

—2°C + 600uEm’s
rRNA sh55S55588
HvFP1
G e G S Y e
Cor14b

S ————— ——————mes PsaA/B

Abb. 3.3. Northern-Analysen zeigen eine Induktion der Genexpression von HvFP1, Elip und
Corl4b unter kombinierten Kalte- und Lichtstressbedingungen. Es sind jeweils 20ug Gesamt-
RNA, extrahiert aus Primarblattern von 7 Tage alten und anschlieBend entsprechend mit
kombiniertem Kalte- und Lichtstress behandelten Gerstenkeimlingen, verwendet worden. Die
Ethidiumbromid geféarbte rRNA ist als Ladekontrolle ebenfalls dargestelit.

Diese Ergebnisse werfen folgende Fragen auf. Sind die niedrigen Temperaturen, die erhohte
Lichteinstrahlung oder die Kombination aus beidem das Signal, welches zur Induktion der
HvFP1 Genexpression fuhrt? Handelt es sich bei HYFP1 um ein echtes cor-Gen (‘cold regu-
lated"), d.h. ein durch Kélte induzierbares Gen? Zur Beantwortung dieser Fragen ist es erfor-
derlich, Gerstenkeimlinge mit unterschiedlicher Licht- und Temperaturbehandlung zu analy-
sieren. In 7 Tage alten Keimlingen, die unter 21°C und 100uEms™* angezogen werden, kon-
nen grofle Mengen an HvVFP1 mRNA nachgewiesen werden, wenn diese Pflanzen fir 10
Stunden bei 2°C inkubiert werden (siehe Abb. 3.4.). Diese von Kalte abhéngige Induktion des
HvFP1 Genes findet sowohl unter einer Lichteinstrahlung von 100pEm™s™ und 600uEmM™?s™,
als auch im Dunkel statt. In etioliert angezogenen Keimlingen akkumulieren die HvFP1
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3.1. HvFP1 in Gerste

Transkripte ebenfalls innerhalb von 10 Stunden nach Beginn der Kéltebehandlung. Im Unter-
schied dazu erfolgt keine Induktion des HVFP1 Genes durch Einstrahlung von Licht mit hohe-
rer Intensitat bei optimalen Temperaturen. Damit dhnelt das Expressionsmuter von HvFP1 in
der frihen Induktionsphase sehr stark dem des Kaltestressgenes Cor14b.

Geringe Mengen an Elip mRNA sind sowohl in etiolierten als auch in voll ergriinten Gersten-
keimlingen nach einer Behandlung mit 2°C im Dunkel fir 10 Stunden detektierbar. Fir eine
deutliche Aktivierung der Genexpression von Elip ist allerdings ein Anstieg der eingestrahlten
Lichtintensitéat erforderlich. Eine solche Erhdhung der Lichtmenge flhrt auch bei 21°C zur
Induktion von Elip. Zudem wird die Genexpression von Elip ebenfalls aktiviert, wenn etio-
lierte Keimlinge bei einer Temperatur von 21°C belichtet werden (siehe Abb. 3.4.). Dies
konnte bereits 1987 von Grimm und Kloppstech, nachgewiesen werden.

Die in Abb. 3.4. gezeigten Expressionsanalysen machen deutlich, dass HvFP1 bei niedrigen
positiven Temperaturen angeschaltet wird. Eine Erhéhung der eingestrahlten Lichtintensitét
bei optimalen Temperaturen flhrt nicht zur Induktion der Genexpression. Die Expression von
HvFP1 ist somit temperaturabhangig. In der frihen Induktionsphase &hnelt die Expression
von HvFP1 der des Kaltestressgenes Corl4b und weniger der Expression des Lichtstresspro-
teines Elip.
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Abb. 3.4. Northern-Analysen zeigen, dass die Induktlon der Genexpressmn von HvFP1 durch
Kélte ausgeldst wird. NL...kein Licht, LL.. 100pEm s™ Licht, HL.. 600pEm s™ Licht, (et.)...etiolierte
Pflanzen, sonst bei 100uEm'25'1 Licht und 21°C angezogene Pflanzen. Es sind jeweils 20ug Gesamt-
RNA, extrahiert aus Primérblattern von 7 Tage alten und anschliel3end entsprechend behandelten
Gerstenkeimlingen, verwendet worden. Die Ethidiumbromid gefarbte rRNA ist als Ladekontrolle
ebenfalls dargestellt.

In den letzten Jahren sind viele Gene beschrieben worden, die sowohl bei Kélte- als auch bei
osmotischem Stress oder Trockenheit induziert werden (Kreps et al., 2002; Seki et al., 2002;
Mantri et al., 2007; Tommasini et al., 2008). Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, (2006)
unterteilen die als Antwort auf Kalte- und osmotischen Stress induzierten Gene in zwei Grup-
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3.1. HvFP1 in Gerste

pen. Die erste dieser beiden Gruppen umfasst Gene mit schnellem und transienten Indukti-
onsverlauf. Die Autoren weisen darauf hin, dass diese Gene meist fiir Proteine mit regulatori-
schen Funktionen codieren. In diesem Zusammenhang ist die Tatsache interessant, dass
HvFP1 neben der Induktion bei Kalte auch durch Trockenstress schnell und transient ange-
schaltet wird (siehe Abb. 3.5.). Werden in Hydrokultur angezogene Gerstenkeimlinge ab dem
7. Tag nach Aussaat aus dem Medium gehoben, sinkt etwa 24 Stunden spater die PSII Effi-
zienz als Indikator photoinhibitorischer Schadigungen der Photosyntheseapparate in den Pri-
marblattern. Der relative Wassergehalt féallt bereits innerhalb von 10 Stunden um beachtliche
5%. Die HvFP1 Transkripte akkumulieren innerhalb von 4 Stunden. Weitere 4 Stunden spater
sinkt die HYFP1 mRNA Menge wieder.
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Abb. 3.5. Die Genexpression von HvFP1 wird bei Trockenstress schnell und transient induziert.
Trockenstresseffekte auf in Hydrokultur angezogene Gerstenkeimlinge nach dem Entfernen des
Medium. (A) Photosystem |l Effizienz (o...Daten der gestressten Pflanzen und o...Daten der
Kontrollen, n = 5), relativer Wassergehalt (B) und Northern-Analysen zur Expression von HvFP1 (C).
Es sind jeweils 25ug Gesamt-RNA, extrahiert aus Primarblattern von 7 Tage alten hydroponisch
angezogenen Gerstenkeimlingen, verwendet worden, welche fur die Dauer des Trockenstress aus
dem Hoagland Flussigmedium entfernt worden sind. Als Kontrolle ist Gesamt-RNA aus 10h kombiniert
Kalte (2°C) - Licht (600pEm"zs"l) gestressten Gerstenkeimlingen aufgetragen worden. Die Ethidium-
bromid gefarbte rRNA ist als Ladekontrolle ebenfalls dargestellt.

Das pflanzliche Stresshormon Abscisinsédure (ABA) spielt bei der Anpassung an Trockenheit
eine entscheidende Rolle. Dabei ist ABA in ein komplexes regulatorisches Netzwerk integ-
riert (fur einen Uberblick siehe Christmann et al., 2006; Cutler et al., 2010). Innerhalb dieses
Netzwerkes kommt es zur Uberlappung mit anderen Anpassungsreaktionen. So werden einige
Gene, die durch ABA induziert werden nicht nur bei Trocken-, sondern auch bei Salz- und
Kéltestress angeschaltet (Rabbani et al., 2003; Zhu et al., 2010). Die Expression von HvFP1
kann auf Transkriptebene ebenfalls durch exogen applizierte Abscisinsdure schnell und tran-
sient induziert werden (siehe Abb. 3.6). Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine mdgliche
Funktion von HVFP1 bei Anpassungsprozessen unter abiotischem Stress.
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HvFP1 wird neben der oben dargestellten schnellen transienten Induktion durch abiotischen
Stress auch entwicklungsabhangig im Verlauf der natlrlichen Primérblattseneszenz ange-
schaltet. 38 Tage nach Aussaat sind grofe Mengen an HYFP1 mRNA detektierbar (siehe Abb.
3.7.). Die Primarblatter befinden sich zu diesem Zeitpunkt in der letzten Phase ihrer Ent-
wicklung, was durch einen deutlich verringerten Chlorophyllgehalt und das Absinken der
Photosystem Il Effizienz angezeigt wird. Die Remobilisierungsprozesse aller fur die Pflanze

Abb. 3.6.

Die Genexpression von HvFP1
wird durch 50uM exogen
applizierte Abscisinsaure tran-
sient induziert. Es sind jeweils
20ug Gesamt-RNA, extrahiert
aus Primarblattern von 7 Tage
alten Gerstenkeimlingen, ver-
wendet worden, welche abge-
schnitten und flir die Dauer der
Behandlung auf Leitungswasser
mit bzw. ohne 50uM Abscisin-
saure inkubiert worden sind.
Neben der Northerndetektion ist
die Ethidiumbromid gefarbte
rRNA als Ladekontrolle ebenfalls
dargestellt.
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wichtigen und weiterverwertbaren Stoffe werden unter anderem durch den in dieser Phase um
uber 70% gesunkenen Proteingehalt nachweisbar (Miersch et al., 2000). Himmelblau und
Amasino, (2001) haben gezeigt, dass es in alternden Arabidopsis Blattern zu einer Induktion
der Genexpression des Kupferchaperons CCH und der Cu-transportierenden P1g-Typ ATPase
RAN1 (AtHMA7) kommt. Durch sehr groBe Mengen (je 1mM) von exogen applizierten
Kupfer- und Cadmium-lonen kann HvFP1 innerhalb von 48h schwach induziert werden.

A

Abb. 3.7.

Northern-Analysen zeigen,
dass die Genexpression von
HvFP1 wahrend der natir-
lichen Seneszenz der Primar-
blatter und bei Behandlung mit
1mM Cu? bzw. Cd** induziert

. wird.
‘ &{*“ HvFP1 (A) Northern-Analysen mit je-

weils 30ug Gesamt-RNA, extra-

hiert aus Primérblattern von Ger-

stenkeimlingen. Die Schwerme-

tallbehandlung wurde mit 10 Ta-

rRNA ge alten hydroponisch angezo-
genen Pflanzen durchgefihrt.

Die Ethidiumbromid gefarbte

rRNA ist als Ladekontrolle eben-

falls dargestellt. (B) Physio-

B logische Parameter fir das je-
weilige Entwicklungsstadium.
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3.1. HvFP1 in Gerste

3.1.3. Gewebespezifische Expression von HVFP1

In welchen Organen bzw. Organteilen von 18 Tage alten Gerstenpflanzen wird HVFP1 expri-
miert? Die in Abb. 3.8. dargestellten Northern-Analysen illustrieren, dass v.a. im Spross von
unbehandelten Pflanzen, aber auch den Wurzeln und den Blattscheiden, in denen sich bereits
weitere junge Folgeblatter befinden, HvFP1 Transkripte vorhanden sind. Eine deutliche
Induktion der mRNA-Mengen erfolgt in allen Pflanzenteilen, wenn die Gerste in diesem
Stadium flr 15h mit niedrigen positiven Temperaturen (2°C) und hoheren Lichtintensitaten
(600pHEmM2s™) behandelt wird. Unter diesen Bedingungen sind die HYFP1 Transkripte auch in
Primarblattern und in den Blattspreiten des 1. und 2. Folgeblattes nachweisbar.

| Kontrolle | | Kélte- und Lichtstress |
C C
£ £ 0 £ £ O
T © ®©® T T ©®© ®©® T
288 2 2838 2
2 5 0 9 T S D D0 9 T
L « &M N = 0 « oo »n =

Abb. 3.8. Northern-Analysen der Expression von HvFP1 in verschiedenen Pflanzenteilen unter
Kontroll- und Stressbedingungen (2°C und 600uEm'Zs'1 far 15h). Die Pflanzen sind vor Stressbe-
ginn 18 Tage im Tag-Nacht-Rhythmus (16h 21°C und 100uEm™s™/ 8h 16°C dunkel) angezogen wor-
den. Fir die Northern-Analysen sind jeweils 20ug Gesamt-RNA verwendet worden. Die Ethidium-
bromid gefarbte rRNA ist als Ladekontrolle ebenfalls dargestellt.

3.1.4. Subzellulére Lokalisierung von HvVFP1

Neben dieser von Kalte abhéngigen und Organ-spezifischen Genexpression von HvFP1 ist
auch die zellulére Lokalisierung der entsprechenden Proteine besonders interessant. Wie be-
reits erwéhnt, sind fur HvFP1 in silico ein Kernlokalisierungssignal und ein C-terminales
Isoprenylierungsmotiv vorhergesagt (siehe Abb. 3.2.). Werden verschiedene chimére HvFP1-
GFP Fusionsproteine heterolog in Zwiebelepidermiszellen exprimiert, ist der groRte Teil der
GFP-Fluoreszenz im Zellkern zu finden (siehe Abb. 3.9.). GFP-HVFP1 Fusionsproteine mit
intaktem Isoprenylierungsmotiv (Abb. 3.9. D) akkumulieren im Zellkern an distinkten Posi-
tionen besonders stark. Im Gegensatz dazu verteilen sich HvFP1-GFP Fusionsproteine, die
aufgrund maskierter (Abb. 3.9. B) oder gezielt durch Mutation veranderter Isoprenylierungs-
motive (Abb. 3.9. C) nicht isoprenyliert werden konnen, im gesamten Zellkern deutlich
gleichmaRiger. Allerdings sind auch die nicht isoprenylierten HvFP1-GFP Fusionsproteine in
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3.1. HvFP1 in Gerste

grolleren Mengen in den Bereichen der Nucleoli nachweisbar. Die Kernlokalisierung der
HvFP1-GFP Fusionsproteine spricht fur eine molekulare Funktion von HvFP1, die einen
Einfluss auf regulatorische Prozesse innerhalb des Zellkernes haben kann.

Abb. 3.9. Zellulare Lokalisierung von GFP (A), HYFP1-GFP (B), GFP-HvVFP1-C152G (C) und GFP-
HvFP1 (D) heterolog in Zwiebelepidermiszellen. Es wurde mit einem konfokalen Laserscanning
Mikroskop ausgewertet. Es sind der GFP Kanal (w), der differentielle Interferenzkontrast DIC (x), der
DAPI Kanal (y) und alle drei Kanéle Ubereinandergelegt (z) dargestellit.
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3.2. HIPPs in Arabidopsis thaliana

3.2. HIPPs in Arabidopsis thaliana

Das im Kapitel 3.1. vorgestellte Gen HvFP1 aus Gerste wird bei abiotischem Stress, wie
Kalte und pl6tzlichem Wassermangel, durch exogen applizierte Abscisinsaure und wéhrend
der natlrlichen Blattseneszenz induziert. Hohe Expressionslevel sind vor allem in jungen
Sprossen nachweisbar. Daraus ergibt sich die Frage nach der Bedeutung, die das Protein
HvFP1 unter diesen Bedingungen in den entsprechenden Organen der Gerste hat. Auf der
Basis der in Kapitel 3.1. prasentierten Daten l&sst sich folgende Hypothese formulieren:
HVFP1 versorgt als potentielles Schwermetallchaperon mit seiner HMA-Doméne Zielproteine
im Zellkern mit Schwermetallen wie Zink oder Kupfer und greift so mdglicherweise in regu-
latorische Netzwerke der abiotischen Stressantwort ein. In Gerste konnten, wie bereits er-
wahnt, zwei weitere Proteine identifiziert werden, die sich ebenfalls durch das VVorhandensein
einer HMA Domane, eines C-terminalen Isoprenylierungsmotives (CaaX-Box) und putativer
Kernlokalisierungssignale auszeichnen. Interessant daran ist vor allem das gemeinsame Auf-
treten von HMA Doméne und CaaX-Box innerhalb ein und derselben Peptidsequenz. Diese
Besonderheit ist bisher nur fir Proteine von héheren Pflanzen beschrieben worden, wobei die
meisten Untersuchungen mit der Pflanze Arabidopsis thaliana durchgefiihrt worden sind (z.B.
Dykema et al., 1999; Wintz und Vulpe, 2002). Die in diesem Kapitel dargestellten weiteren
Analysen zur Rolle von Proteinen mit HMA-Domane und CaaX-Box sind unter Verwendung
dieser Modellpflanze erarbeitet worden.

3.2.1. HIPPs und andere Proteine mit HMA Doméne in Arabidopsis thaliana

Durch Recherchen in den Arabidopsis thaliana Sequenzdatenbanken kdnnen 76 Proteine
identifiziert werden, die innerhalb ihrer Aminosduresequenz einen zur HMA Domane
ahnlichen Bereich aufweisen (siehe Tab. 3.1. und 3.2.). Von diesen 76 Proteinen mit HMA
Doméne besitzen 46 am C-Terminus eine CaaX-Box und sind somit potentielle Substrate von
Farnesyl- und/oder Geranylgeranyltransferasen. Aufgrund der beiden fir diese Proteinfamilie
charakteristischen Sequenzmerkmale werden alle Vertreter als HIPPs (‘heavy metal
associated, isoprenylated plant proteins', engl. fir Schwermetall assozierte, isoprenylierbare
pflanzliche Proteine) bezeichnet (Barth et al., 2009). Das 'WOLF PSORT' Programm (Horton
et al., 2007) sagt fur 27 der 46 HIPPs eine zelluldre Lokalisierung im Nukleus und/oder ein
Kernlokalisierungssignal voraus. 10 HIPPs besitzen zwei HMA Domanen. Die HIPPs HIPP5
alias ATFP2, HIPP7 alias ATFP3, HIPP16 alias ATFP4, HIPP26 alias ATFP6 und HIPP22
alias ATFP7 sind 1999 von Dykema und seinen Kollegen als in vitro farnesylierte Proteine
identifiziert worden. Das HIPP6 Gen alias cdi19 wurde 2001 von Suzuki und seinen Kollegen
bei der Suche nach Genen, deren Expression durch Cadmium induzierbar ist, erstmals
erwahnt. Es konnte gezeigt werden, dass HIPP6 (cdi19) sowohl Cd**, als auch Cu?* und Hg**
lonen binden kann (Suzuki et al., 2002). HIPP18 alias MEE56 wurde bei der Suche nach
Mutanten mit Defekten wahrend der Entwicklung weiblicher Gametophyten identifiziert. Das
Ausschalten von HIPP18 stoppt die Entwicklung des Endosperm (Pagnussat et al., 2005).
Weitere Hinweise auf die molekulare Funktion der HIPPs konnten bisher nicht gefunden
werden.

Die Aminosauresequenzbereiche der HMA Domanen aller 76 Arabidopsis HMA Proteine
konnen mittels ClustalW Algorithmus miteinander verglichen und aus den resultierenden Se-
guenzunterschieden ein phylogenetischer Baum erstellt werden. In einem solchen phylogene-
tischen Baum wird optisch deutlich, dass die HMA Proteine grob in 8 Gruppen, sogenannte
Cluster, eingeteilt werden kénnen (siehe Abb. 3.10.).
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Abb. 3.10. Phylogenetischer Baum der HMA Domanen von Arabidopsis thaliana Proteinen und HvFP1 aus Hordeum vulgare.

Der Baum basiert auf einem Sequenzvergleich, der mit einem ClustalW Algorithmus des MegAlign Modules der Lasergene

Software (DNASTAR Inc., Madison, USA) erstellt worden ist. Fir Arabidopsis Proteine mit unbekannter Funktion ist der AGI

Code fur den Genlocus als Bezeichnung verwendet worden.



3.2. HIPPs in Arabidopsis thaliana

Interessant ist, dass sich sowohl die HMA Doménen der Cu'* transportierenden Chaperone
(AtATX1, CCH und CCS) und P.g-Typ ATPasen (AtHMA5, AtHMAG6, AtHMA7 und
AtHMAB) als auch die HMA Doménen der Zn** transportierenden P.s-Typ ATPasen
(AtHMA2, AtHMA3 und AtHMA4) gemeinsam in Cluster IV anordnen. Dies ist ein Hinweis
auf eher funktionelle statt Schwermetall-spezifische Gemeinsamkeiten der entsprechenden
HMA Proteine in den jeweiligen Gruppen. Die HMA Doméne des Gersten-HIPPs HvFP1
gruppiert sich in Cluster I11. Dies deutet an, dass in diesem Cluster die Arabidopsis-HIPPs mit
ahnlicher molekularer Funktion zu finden sind.

3.2.2. HIPPs in Cluster IlI

Cluster 111 (siehe Abb. 3.10.) umfasst 13 Arabidopsis-HIPPs und ein 'CCH-like" Protein,
welches diese Bezeichnung in den Sequenzdatenbanken aufgrund seiner Ahnlichkeit zum
Kupferchaperon CCH erhalten hat. Die jeweiligen Molekulargewichte liegen im Bereich
zwischen 16 und 21kDa. Es handelt sich also um relativ kleine Proteine. Ein Sequenz-
vergleich der vollstdndigen Polypeptidketten zeigt, dass die N-Termini und die Bereiche
zwischen HMA Domaéne und konserviertem C-Terminus (KCT) inklusive CaaX-Box die
groRten Unterschiede aufweisen (siehe Abb. 3.11.). Interessant ist u.a. die hohe Ahnlichkeit
im Bereich des Schwermetallbindemotives (MxCxxC). Hier sind aufféllig viele negativ gela-
dene Aminosaurereste zu finden. AuBer HIPP30, HIPP44 und dem CCH-like Protein besitzen
alle HIPPs in Cluster 111 direkt vor dem ersten Cystein des MxCxxC Motivs ein Aspartat. Die
gleiche Aminosaurekonstellation ist in bakteriellen Zn**-ATPasen vom ZntA-Typ vorhanden
(Eren et al., 2007). HIPP30 und HIPP44 tragen an dieser Aminosaureposition ein Cystein,
dhnlich wie die pflanzlichen Zn™-ATPasen AtHMA2, AtHMA3 und AtHMA4. Bei diesem
Vergleich zeigen sich allerdings auch deutliche Unterschiede, da die Zink-Pumpen in ihrem
Kernmotiv der Schwermetallbindedoméne (ICCxxE) nur zwei Cysteinreste aufweisen. Eine
weitere stark konservierte Aminosaureposition ist das Glycin direkt vor dem zweiten Cystein
der Schwermetallbindestelle. Zudem tragen HIPP24, HIPP25, HIPP26, HIPP27 und HvFP1
jeweils zwei Glutamatseitenketten, welche direkt auf die beiden Cysteine im Kernmotiv der
HMA Domane folgen. Vermutlich haben diese konservierten Aminoséurereste einen groRRen
Einfluss auf die Affinitat der HIPPs zum entsprechend transportierten Schwermetallion. Eren
et al., (2007) konnten einen derartigen Einfluss auf die Bindung von Zinkionen fur die
Glutamatseitenkette im ICCxxE Kernmotiv der Schwermetallbindedoméane von AtHMAZ2
nachweisen. Ahnliche Analysen sollten fiir die HIPPs ebenfalls durchgefiinrt werden.

Mit Hilfe des 'WOLF PSORT" Programms (Horton et al., 2007) sind Kernlokalisierungs-
signale (NLS) fur die HIPPs 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 und 44 vorhergesagt worden. Der
Algorithmus des NetNES Server (La Cour et al., 2004) sagt fur die HIPPs 21, 23, 26, 28, 30,
31 und 44 Leucin-reiche Kernexportsignale (NES) voraus. Zwei Sequenzbereiche in HIPP25
und HIPP27 verfehlen bei einer entsprechenden Analyse den Schwellenwert fur eine positive
NES Vorhersage nur knapp (Daten nicht gezeigt).

HIPP26 aus Arabidopsis besitzt mit 64,7% identischen Aminosauren die groRte Ahnlichkeit
zu HvFP1 aus Hordeum vulgare. HIPP27 und HIPP25 weisen ebenfalls zu HvFP1 stark or-
thologe Aminoséduresequenzen auf (siehe Abb. 3.11.). Obwohl HIPP27 in der entsprechenden
N-terminalen Region viele aufeinander folgende positiv geladene Aminosaurereste aufweist,
hat WOLF PSORT kein bekanntes Kernlokalisierungssignal identifizieren konnen. Ver-
mutlich verhindert die Aminosdure Leucin in Position 15 der HIPP27 Peptidsequenz eine
positive NLS-Vorhersage.
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Abb. 3.11. Aminosauresequenzvergleich der Arabidopsis HIPPs und des CCH-like Proteins aus
Cluster Ill, der HMA Consenussequenz (PFAMO00403.Feb 2010) und HvFP1 aus Hordeum
vulgare. Der Sequenzvergleich ist mit einem ClustalW Algorithmus des MegAlign Moduls der La-
sergene Software (DNASTAR Inc., Madison, USA) erstellt worden. Mit Wolf PSORT vorhergesagte
Kernlokalisierungssignale (NLS) sind rot eingerahmt. Des weiteren sind die Bereiche der HMA Do-
mane mit dem Schwermetallbindemotiv (MXxCxxC) und der konservierte C-Terminus (KCT) mit dem
Isoprenylierungsmotiv (CaaX) eingezeichnet. Mit HvFP1 identische Aminosauren sind schwarz, &hnli-
che Aminosauren grau unterlegt. Der prozentuale Anteil identischer Aminosauren der HIPPs und des
CCH-like Proteins zu HvFP1 ist rot markiert. Die Divergenz wird bezogen auf die phylogenetische
Verwandtschaft des jeweiligen Paares und die prozentuale ldentitét aus dem direkten Vergleich der
Aminosauren errechnet.

3.2.2.1. Kernlokalisierung von GFP-HIPP25, GFP-HIPP26 und GFP-HIPP27

Wird HIPP26, das am stérksten zu HvFP1 orthologe Arabidopsis Protein, dhnlich wie HvFP1
(siehe Kapitel 3.1. Abb. 3.9.) als chimares GFP-Fusionsprotein heterolog in Zwiebelepider-
miszellen exprimiert, kann anhand der entsprechenden GFP-Fluoreszenz der Import des GFP-
HIPP26 Fusionsproteins in den Zellkern sichtbar gemacht werden (siehe Abb. 3.12.).

Die isoprenylierbare Form von GFP-HIPP26 (Abb. 3.12. B und 3.13. B) akkumuliert ahnlich
wie das orthologe GFP-HVFP1 aus Gerste innerhalb des Zellkernes an distinkten Punkten. Die
Gesamtfluoreszenz im Nukleus ist allerdings insgesamt hoher, d.h. im Vergleich zu GFP-
HVFP1 ist ein kleinerer Anteil an GFP-HIPP26 in den definierten Akkumulationspunkten zu
finden. GFP-HIPP26 Proteine, die aufgrund einer gerichteten Mutagenese nicht isoprenyliert
werden konnen, akkumulieren ebenfalls im Zellkern (Abb. 3.12. C). Sie sind, hnlich wie
nicht isoprenylierte GFP-HVFP1 Proteine (Abb. 3.9. B und C), verstérkt in den Nucleoli
nachweisbar. Die in allen Féllen am Fluoreszenzmikroskop schwach sichtbare GFP-Fluo-
reszenz am Plasmalemma ist in konfokal-Laser-gescannten Mikroskopbildern nicht sichtbar.
Die Ursache hierfr ist der grof3e Intensitatsunterschied zu den Fluoreszenzsignalen in den
Zellkernen.

GFP-HIPP25 wird in Zwiebelepidermiszellen ebenfalls nahezu vollstandig in den Zellkern
transportiert (Abb. 3.13. D). Obwohl es sich, wie bei GFP-HIPP26 (Abb. 3.12. B und 3.13.
B), um die isoprenylierbare Proteinversion handelt, ist das Fluoreszenzsignal fast gleichméRig
im gesamten Kern verteilt.

GFP-HIPP27, fur welches kein Kernlokalisierungssignal vorhergesagt ist, akkumuliert aus-
schlielich innerhalb des Nukleus an scheinbar exakt definierten Positionen (Abb. 3.13. E).
Diese Experimente liefern somit erste Hinweise darauf, dass die drei Arabidopsis HIPPs mit
der groBten Ahnlichkeit zu HVFP1 aus Gerste ebenfalls in pflanzlichen Zellkernen lokalisiert
sind. Dies spricht daftir, dass HIPP25, HIPP26 und HIPP27 an regulatorischen Prozessen
innerhalb des Nukleus beteiligt sind.

Abb. 3.12. Zellulare Lokalisierung von GFP (A), GFP-HIPP26 (B) und GFP-HIPP26-C150G (C)
heterolog in Zwiebelepidermiszellen. Es wurde mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
ausgewertet. Es sind der GFP Kanal (w), der differentielle Interferenzkontrast DIC (x), beide Kanale
Ubereinandergelegt (y) und eine 3 dimensionale Projektion mehrerer optischer Schnitte durch die je-
weilige Zelle im GFP Kanal (z) dargestellt. FUr w, x und y liegt die Schnittebene etwa in der Mitte des
Zellkerns.

{
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3.2. HIPPs in Arabidopsis thaliana

Abb. 3.13. Zellulare Lokalisierung von GFP-HIPP25 (D), GFP-HIPP26 (B) und GFP-HIPP27 (E)
heterolog in Zwiebelepidermiszellen. Es wurde mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
ausgewertet. Es sind der GFP Kanal (w), der differentielle Interferenzkontrast DIC (x), beide Kanéle
Ubereinandergelegt (y) und eine 3 dimensionale Projektion mehrerer optischer Schnitte durch die je-
weilige Zelle im GFP Kanal (z) dargestellt. Fir w, x und y liegt die Schnittebene etwa in der Mitte des
Zellkerns.
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3.2.2.2. Entwicklungs- und Stress-abhéngige Genexpression

HvFP1 ist aufgrund seiner starken transienten Induktion der Genexpression auf Transkript-
ebene, ausgelost durch niedrige positive Temperaturen, isoliert worden (siehe Kapitel 3.1.).
Quantitative RT-PCR Analysen zeigen auch fur HIPP23, 24, 25 und 26 durch Kaéltestress
erhdhte Transkriptmengen an (Abb. 3.14.). Im Unterschied dazu sinken die HIPP22, 27 und
31 mRNA Gehalte in Kéltestress behandelten Arabidopsis Pflanzen.

O 6h Kaltestress (6°C)
M 30h Kaltestress (6°C)

relatives Expressionslevel

HIPP24
HIPP26
HIPP23
HIPP25
HIPP21
CCH-like
HIPP30
HIPP20
HIPP22
HIPP31
HIPP27

Abb. 3.14. Quantitative RT-PCR Analysen zur Expression des CCH-like Gens und der HIPP
Gene aus Cluster Il unter Kéltestressbedingungen. Die relativen Expressionslevel bezogen auf die
entsprechenden unbehandelten Kontrollen sind nach dem von Pfaffl et al., (2001) vorgeschlagenen
mathematischen Modell, unter Verwendung des 18SrRNA Referenzgens und der Korrektur auf die
jeweilige PCR-Effizienz ermittelt worden. Der dargestellte Standardfehler ist auf der Grundlage von 3
biologischen Wiederholungen berechnet worden. Zusatzliche Hilfslinien sind bei relativen Expres-
sionswerten von 2 und 0,5 eingezeichnet.

Northern-Analysen zeigen fir HIPP26 eine starke Induktion der Genexpression durch nied-
rige positive Temperaturen an. Das HIPP26 Transkriptlevel liegt bei Kaltestress flr mindes-
tens 48 Stunden auf einem sehr hohen Niveau (Abb. 3.15. A). Dies ist ein Unterschied zur
Expression von HvFP1 bei Kalte in Gerste. Dennoch ist die klare Induktion beider Gene
durch niedrige Temperaturen ein Hinweis auf eine Funktion bei den Anpassungsreaktionen
unter Kaltestressbedingungen.

Wie im 1. Kapitel bereits erwahnt, gibt es in hoheren Pflanzen Gene, die sowohl bei Kélte-
stress als auch bei Wassermangel angeschaltet werden. Da HvFP1 zu dieser Gruppe von
Genen gehort (siehe Kapitel 3.1.2.), ist auch die Expression von HIPP26 bei Trockenstress
untersucht worden. Bei Wassermangel kommt es innerhalb von 1,5 Stunden zu einer gering-
fugigen Induktion von HIPP26 (Abb. 3.15. B). 4 Stunden nach dem Entfernen des hydroponi-
schen Mediums wird das Transkriptlevel der Kontrollpflanzen wieder erreicht. Deutlich
starker und anhaltender ist die Expression von HIPP26 bei Salzstress (Abb. 3.15. B). Im Zu-
sammenhang mit der Induktion der Genexpression bei osmotischem Stress, wie Trockenheit
und hohen Salzkonzentrationen im Medium, ist auch die Frage nach dem Einfluss des Phyto-
hormones Abscisinsdure sehr interessant. Die Expression von HIPP26 ist bei einer Behand-
lung mit Abscisinsdure innerhalb eines Zeitraumes von 12 Stunden konstant (Abb. 3.15. B).
Dies ist ein deutlicher Unterschied zur Expression von HvVFP1, welche bereits 4 Stunden nach
exogener Applizierung von ABA deutlich induziert wird (Abb. 3.6.).

In alternden Blattern und 8 Stunden nach Applikation von 50uM CuCl, sind geringere
HIPP26 mRNA Mengen nachweisbar (Abb. 3.15. B). Die Verringerung des HIPP26 Trans-
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kriptlevels wahrend der naturlichen Blattseneszenz ist ein weiterer groRer Unterschied zu
HvFP1, welches zu den im Seneszenzverlauf induzierten Genen gehort (Abb. 3.7.).
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Abb. 3.15. Genexpressionsanalysen zeigen, dass HIPP26 durch Kalte, 250mM NaCl und
Wassermangel induziert und im Verlauf der natirlichen Blattseneszenz sowie durch 50uM
CuCl, reprimiert wird.

(A) Fur die Northern-Analysen sind jeweils 20ug Gesamt-RNA, extrahiert aus dem vollstandigen
oberirdischen Material von je 3 Arabidopsis Pflanzen pro Probe, verwendet worden. Die Ethidium-
bromid gefarbte rRNA ist als Ladekontrolle ebenfalls dargestellt. (B) qRT-PCR Analysen sind zur
Untersuchung der Expression bei Behandlung mit 50uM ABA, Trocken-, Salz- (250mM NaCl) und
Schwermetallstress durch Kupfer sowie dem Verlauf wahrend der natirlichen Blattseneszenz
durchgefuhrt worden. Die relativen Expressionslevel bezogen auf die entsprechenden unbehandelten
Kontrollen, bzw. reife nicht seneszente Blatter sind nach dem von Pfaffl et al., (2001) vorgeschlagenen
mathematischen Modell, unter Verwendung des 18SrRNA Referenzgens und der Korrektur auf die
jeweilige PCR-Effizienz ermittelt worden. Der dargestellte Standardfehler ist auf der Grundlage von 3
biologischen Wiederholungen berechnet worden.
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3.2.2.3. HIPP26-Promotor-Analysen

Werden die HIPPs in allen Organen und Geweben gleichmalRig stark exprimiert? Um diese
Frage zu kl&ren, sind Promotor-GUS-Reportergenanalysen fir das Arabidopsis HIPP mit der
groBten Ahnlichkeit zu HVFP1 aus Gerste durchgefiihrt worden. Es sind unterschiedlich groRe
Bereiche des HIPP26 Promotors (1055bp, 620bp und 320bp) verwendet worden. Die Blau-
farbung in den transgenen Arabidopsis Pflanzen zeigt, dass vor allem im Leitgewebe sehr
starke Promotoraktivitaten vorhanden sind (Abb. 3.16.). Der etwa 1000bp umfassende Be-
reich vor dem HIPP26 Gen sorgt fir eine starke Reportergenaktivierung in nahezu allen
Zellen von jungen Arabidopsis Keimlingen. Eine besonders hohe Transkriptionsaktivitat ist
im Blattstiel, im Hypocotyl und wie bereits erwéhnt im Leitgewebe von Wurzel und Spross
nachweisbar. In ausgewachsenen Blattern sind die Leitgewebe ebenfalls die Bereiche mit der
starksten Aktivitat des HIPP26 Promotors (Abb. 3.16. D-F). Ein 321bp groRes DNA-Frag-
ment, das direkt vor dem Translationsstart ATG des HIPP26 Gens liegt, ist fur die Trans-
kription des Reportergens im Bereich des Hypocotyls und im Leitgewebe von Wurzel und
Spross ausreichend. Die Promotoraktivitat dieses stark verkirzten Fragmentes ist auch im
Leitgewebe ausgewachsener Blatter nachweisbar (Abb. 3.16. J-L), scheint aber im Vergleich
zu den groReren Promotorkonstrukten deutlich geringer auszufallen. Interessant ist, dass die
Reportergenaktivierung im Bereich des Apikalmeristems und der neuen Blattanlagen nur
unter Verwendung des 1000bp umfassenden DNA-Fragmentes detektiert werden kann.

Mit Hilfe der 'Plant cis-acting regulatory DNA elements' oder kurz PLACE Datenbank (Higo
et al., 1999) und einer entsprechend computergestiitzten Analyse des Promotorbereiches von
HIPP26 konnen viele potentiell cis-regulatorische DNA-Sequenzmotive gefunden werden. In
Abb. 3.16. sind einige wichtige Bindestellen fiir Stress-abhangige Transkriptionsfaktoren
schematisch dargestellt. LTRE-1 (low temperature responsive element, Dunn et al., 1998),
DRE2 (dehydration responsive element, Dubouzet et al., 2003), die MYC Bindestellen (u.a.
Bindung von ICE1, dem Hauptaktivator von Kéltegenen, Chinnusamy et al.,

2003) und die MYB Bindestellen (Abe et al., 1997) kdnnen sowohl bei osmotischem als auch
bei Kaltestress wichtige Rollen spielen. GT-1 Boxen sind u.a. in die Regulierung der Gen-
expression bei Salz- und biotischem Stress involviert (Park et al., 2004). CCAAT Boxen
werden u.a. bei der Hitzestressantwort benotigt (Haralampidis et al., 2002).

Abb. 3.16. HIPP26::GUS Promotor-Reportergenanalysen zur Gewebe-spezifischen Transkripti-
onsaktivierung von HIPP26 und schematische Darstellung einiger vorhergesagter cis-DNA-
Elemente im HIPP26 Promotor. Die Glucuronidase-Aktivitat ist durch die Farbstofffreisetzung unter
Verwendung von 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Glucuronséure sichtbar gemacht worden. Stabile
transgene, 10 Tage alte Arabidopsis Keimlinge sowie Blatter von entsprechend ausgewachsenen
Pflanzen der pGPTV-Kan Leervektorkontrolllinie (A-C) und von Linien, welche die 1055bp (D-F),
620bp (G-1) oder 320bp (J-L) umfassenden HIPP26::GUS Promotorkonstrukte tragen, sind analysiert
worden. Potentielle regulatorische cis-DNA-Elemente sind mit einer entsprechenden computer-
gestitzten Suche in der 'Plant cis-acting regulatory DNA elements' oder kurz PLACE Datenbank (Higo
et al., 1999) identifiziert worden.

\
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3.2.2.4. Die ldentifizierung von Bindungspartnern, die mit den HIPPs interagieren

Wie in den vorangehenden Kapiteln gezeigt, handelt es sich bei HIPP26 um ein Gen, welches
sehr stark im Bereich der LeitgefaRe exprimiert wird. Die Genexpression wird durch abioti-
schen Stress insbesondere durch niedrige Temperaturen induziert. Die groRe Ahnlichkeit der
HIPP26 Aminoséauresequenz zu der des zuvor in Gerste analysierten HvFP1 und die Hinweise
fir eine Lokalisierung im Zellkern fihren zur gleichen Hypothese (ber die entsprechende
molekulare Funktion. HIPP26 kdnnte ebenso wie HvFP1 als Schwermetallchaperon essen-
tielle Schwermetalle zu entsprechenden Zielproteinen in den Zellkern transportieren. Zur
Identifizierung von Interaktionspartnern und damit mdglichen Zielproteinen von HIPP26 ist
eine Arabidopsis cDNA-Bibliothek mit Hilfe der Hefe-Zwei-Komponenten-Technik nach
entsprechenden Genen durchsucht worden. Mit diesem Ansatz konnten die beiden Zinkfinger-
Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren ATHB29 und ATHB21 als HIPP26 Interaktoren
identifiziert werden. Die Analysen legen eine hochaffine Bindung zwischen HIPP26 und
ATHB29 nahe. Dies wird durch die klare Aktivierung aller drei Reportergene (lacZ, His3 und
Ade2, siehe Abb. 3.17. B) deutlich sichtbar.

Die Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen HIPP26 und ATHB29 kann auch in vitro
nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.17. C). In vitro translatiertes radioaktiv markiertes
ATHB29 Protein kann an immobilisiertes Glutathion-S-Transferase-Tag-fusioniertes HIPP26
Protein binden und entsprechend angereichert werden. Werden die Cysteine, welche sich im
Kernmotiv der Schwermetallbindedoméne von HIPP26 befinden, durch gezielte Mutagenese
verandert (hipp26C36G,C39G), ist keine Bindung an den Transkriptionsfaktor ATHB29
nachweisbar. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Kernsequenz der Schwermetall-
bindedoméne eine entscheidende Rolle fir die Protein-Protein-Wechselwirkung mit dem
Transkriptionsfaktor spielt.

ATHB21 und ATHB29 gehdren zur Genfamilie der Zinkfinger-Homeodoménen-Transkripti-
onsfaktoren. Tan und Irish, (2006) haben 14 Mitglieder dieser Genfamilie genauer untersucht.
Aufgrund von Daten aus Hefe-Zwei-Komponenten-Analysen konnten sie zeigen, dass die
ATHBs generell sehr stark zur Heterodimerisierung neigen. Die Autoren diskutieren diese
beobachtete Tendenz zur Heterodimerisierung als zusétzliche Moglichkeit, die Spezifitat der
Zielgenaktivierung zu modulieren.

Kann HIPP26 mit weiteren Mitgliedern der ATHB Familie interagieren? Kommt es auch zwi-
schen weiteren HIPPs aus Cluster Il und den verschiedenen ATHBs zu Protein-Protein-
Wechselwirkungen? In gezielt durchgefiihrten Hefe-Zwei-Komponenten-Analysen kann
nachgewiesen werden, dass ATHB29 neben HIPP26 auch mit HIPP20, HIPP21, HIPP23,
HIPP24, HIPP27 und HIPP30 interagiert. Eine deutliche Affinitat zur Bindung von ATHB21
mit HIPP30 ist ebenfalls durch die Aktivierung von mindestens zwei Reportergenen detek-
tierbar (siehe Abb. 3.18.). Weitere schwdchere Interaktionen zwischen ATHB30, HIPP20 und
HIPP30, bzw. HIPP26 und den ATHBs 24, 25 und 33 werden durch die Aktivierung von nur
einem Reportergen angezeigt. Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen HIPPs und
ATHBSs mit geringeren Affinitaten, wie die zwischen ATHB21 und HIPP26 kdnnen mit dem
in Abb. 3.18. verwendeten Gal4-Aktivierungsdomanenvektor (pGAD-C1) nicht analysiert
werden. pGAD-C1 (James et al., 1996) besitzt einen stark verkirzten ADH Promotor, so dass
nur sehr geringe Mengen an Gal4-AD-Fusionsprotein exprimiert werden.
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Abb. 3.17.
Proteininteraktionsstudien zeigen,
dass HIPP26 mit dem Zinkfinger-
Homeodomanen-Transkriptions-
faktor ATHB29 interagiert.
Schematische Darstellung der von
den  verwendeten  Genkassetten
codierten HIPP26 Proteine (A), Veri-
fizierung der Protein-Protein Wech-
selwirkung von den identifizierten
HIPP26 Interaktoren nach Rick-
transformation der aus der durch-
suchten cDNA-Bibliothek isolierten
Vektoren in Hefe (B) und 'GST-
Pulldown' Experiment zur Bestatigung
der Protein-Protein  Wechselwirkung
zwischen HIPP26 und ATHB29 in

vitro (C).
HIPP26-1 (native Form von HIPP26),
HIPP26-2 (Substitutionsmutante,

hipp26C150G), HIPP26-3 (Deletions-
mutante hipp264142-153),

HIPP26-4 (Substitutionsmutante,
hipp26C36G,C39G), Selektivmedien:
-LTA (ohne Leucin > Selektion auf
Gald Aktivierungsdomanenvek-
tor/cDNA Bibliothek, ohne Tryptophan
- Selektion auf Gal4 DNA Bindedo-
manenvektor und ohne Adenin ->
Selektion auf ADE2 Reportergenakti-
vierung), -LTAH (wie -LTA und zu-
satzlich ohne Histidin > Selektion auf
HIS3 Reportergen), -LTAH + 3-AT
(wie LTAH und zusatzlich mit 3-
Amino-1,2,4-Triazol, einem kompetiti-
ven Inhibitor des HIS3 Proteins zur
gezielten Erhéhung des Selektions-
druckes auf die HIS3 Reportergenak-
tivierung). Das colorimetrische Re-
portergen lacZ ist im Filterlift-Assay
getestet worden. BD (Gal4 DNA Bin-
dedoméne), LamC (Fusionsprotein
aus Gal4 DNA Bindedoméne und
dem humanen Lamin C Protein). Fur
den 'Pulldown’ sind die HIPP26 Versi-
onen als GST Fusionsproteine in
E.coli exprimiert und an Glutathion-
sepharosepartikel immobilisiert wor-
den. Als Kontrolle ist GST (Glutathion-
S-Transperase-Tag) ohne  HIPP-
Fusion verwendet worden. ATHB29*
ist ein Nebenprodukt der in vitro
Translation. Das erwartete Mole-
kulargewicht von ATHB29 ist 26kDa.
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Abb. 3.18. Hefe-Zwei-Komponenten Analysen der Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen
den Arabidopsis HIPPs aus Cluster lll und den Arabidopsis ATHBs (Zinkfinger-Homeo-
doménen-Transkriptionsfaktoren).

Die verwendeten Selektivmedien sind gekennzeichnet: -Leu (ohne Leucin - Selektion auf Gal4 Akti-
vierungsdomanenvektor), -Trp (ohne Tryptophan -> Selektion auf Gal4 DNA Bindedomanenvektor),
-Ade (ohne Adenin > Selektion auf ADE2 Reportergenaktivierung), -His (ohne Histidin - Selektion
auf HIS3 Reportergen) und + 6mM 3-AT (zusatzlich mit 6mM 3-Amino-1,2,4-Triazol, einem
kompetitiven Inhibitor des HIS3 Proteins zur gezielten Erhéhung des Selektionsdruckes auf die HIS3
Reportergenaktivierung). Das colorimetrische Reportergen lacZ ist im Filterlift-Assay, mit allen -Leu
-Trp selektierten Stammen getestet worden. AD (Gal4 Aktivierungsdoméne), BD (Gal4 DNA
Bindedomane). Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist auf den -Leu -Trp Kontrollplatten oben
links mit farbigen Saulen dargestellt: griine Saule = HIS3 Aktivierung, orange Saule = ADE2 Akti-
vierung, blau Saule = lacZ Aktivierung.
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3.2.2.5. hipp25, hipp26 und hipp25/26 Mutanten-Analysen

Welche physiologische Bedeutung haben HIPPs wie HIPP26 fir eine Arabidopsis Pflanze?
Die Analyse von Mutantenlinien, soll helfen, Antworten auf diese Frage zu finden.

Fur diese Analysen konnten aus den weltweit verfligbaren Arabidopsis Mutantenpools die
beiden Transposon-Insertionslinien ET7654 (hipp26) und GT.108178 (hipp25) identifiziert
und verwendet werden. Beide Linien besitzen als Hintergrund den Arabidopsis thaliana
Okotyp Landsberg erecta. Werden beide Linien miteinander gekreuzt, so lassen sich aus den
folgenden Generationen Pflanzen isolieren, die in keinem, einem oder beiden Loci den Wild-
typ représentieren. Mit Northern-Analysen kann nachgewiesen werden, dass die ausgekreuz-
ten Wildtypen (Ler-0) sowohl HIPP25 als auch HIPP26 mRNA bilden kénnen (siehe Abb.
3.19.). Dagegen sind die entsprechenden Mutantenlinien nicht in der Lage, die jeweiligen
Transkripte in detektierbaren Mengen zu produzieren.

o Q o Q Abb. 3.19.

5 0 B = = 5 © 16 O N_orthern—AnaIysen der Genexpres-

J N NN 22 08 Q N sion von HIPP25 und HIPP26 in den

E S 885 6 E 8 8 8 verwendeten Arabidopsis thaliana
E & €& = = S &€ £

Linien. Es sind jeweils 15ug Gesamt-

RNA, extrahiert aus dem voll-

standigen oberirdischen Material von

je 3 Arabidopsis Pflanzen pro Probe,
EtBr- verwendet worden. Die Ethidiumbro-
gefarbte mid gefarbte rRNA ist als Ladekont-
RNA rolle ebenfalls dargestellt.

-

HIPP25 Sonde HIPP26 Sonde

Bei einem Vergleich der vier unterschiedlichen Linien lassen sich unter optimalen Bedingun-
gen sowohl im Lang- als auch im Kurztag kaum Unterschiede feststellen. Das relative
Elektronentransportlevel ist in hipp25/26 Mutanten geringfligig, jedoch signifikant, niedriger
als in den entsprechenden Kontrollpflanzen (Abb. 3.20.). Dagegen sind die Entwicklungs-
kinetiken der unterschiedlichen Linien sind in Bezug auf die Parameter Biomasse, Blihzeit-
punkt, Blattanzahl, Blattform und Samenproduktion nicht unterscheidbar (Daten nicht ge-
zeigt).

In den Expressionsanalysen zeigte sich, dass HIPP26 unter Kéltestress, Salzstress und Tro-
ckenstress induziert, und unter Schwermetallstress (50uM Cu) reprimiert wird (Kapitel
3.2.2.2.). Dies deutet auf eine mogliche Funktion von HIPP26 bei der Stressantwort der
Pflanzen hin. Deswegen sind die Mutanten-Linien hipp26, hipp25 und die Doppelmutante
hipp25/26 unter diesen Stressbedingungen vergleichend zum Wildtyp analysiert worden.
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(_

Abb. 3.20. Vergleichende Darstellung von Photosyntheseparametern (Fv/Fm, rel. ETR und
NPQ), welche an hipp25, hipp26, hipp25/26 Mutanten und Wildtyppflanzen gemessen werden
kdnnen, wenn diese Uber einen langeren Zeitraum unter Kéltestress (4°C) stehen. Die Messun-
gen sind mit einem Imaging-PAM Chlorophyllfluorometer (Heinz Walz GmbH, Effeltrich) durchgefihrt
worden. Von jeder Linie sind Pflanzen verwendet worden, die auf je zwei unterschiedliche F1 Nach-
kommen der Kreuzung beider Transposon-Insertionslinien ET7654 (hipp26) und GT.108178 (hipp25)
zuriickzufiihren sind. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind aus den Daten von je 16 Mes-
sungen berechnet worden. Mittelwerte von Mutanten-Linien, die sich mit einer Irrtumswahrscheinlich-
keit p < 0,01 (t-Test) von den entsprechenden beiden Mittelwerten der Wildtyp-Linien signifikant unter-
scheiden sind mit einem Sternchen gekennzeichnet.

3.2.2.5.1. Reaktion auf Kalte

In Kapitel 3.2.2.2. ist dargestellt, dass die Genexpression von HIPP25 und HIPP26 auf
Transkriptebene durch niedrige positive Temperaturen induziert werden. Dies impliziert eine
Funktion der entsprechend codierten Proteine bei Kélte. Bei einem Vergleich von Photosyn-
theseparametern zwischen hipp25, hipp26, hipp25/26 und Wildtyppflanzen, die Uber einen
langeren Zeitraum in einer Umgebung mit 4°C unter Kéltestress behandelt werden, zeigen
sich keine deutlichen Unterschiede.

600 T 0O WT (L16)
WT (L60)
500 +
O hipp25 (L48)
400 T { hipp25 (L58)
300 + % | hipp26 (L68)

hipp26 (L19)
200 +

Frischgewicht [in mg]

B hipp25/26 (L33)

100 + hipp25/26 (L50)

Kaltestress [in d]

Abb. 3.21. Entwicklung der Biomasse (Frischgewichte) von hipp25, hipp26, hipp25/26 Mutanten
und Wildtyppflanzen, wenn diese Uber einen langeren Zeitraum unter Kéltestress (4°C) stehen.
Von jeder Linie sind Pflanzen verwendet worden, die auf je zwei unterschiedliche F1 Nachkommen
der Kreuzung beider Transposon-Insertionslinien ET7654 (hipp26) und GT.108178 (hipp25) zurtick-
zuftihren sind. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind aus den Daten von je 8 Messungen
berechnet worden. Mittelwerte von Mutanten-Linien, die sich mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
p<0,01 (t-Test) von den entsprechenden beiden Mittelwerten der Wildtyp-Linien signifikant unter-
scheiden sind mit einem Sternchen gekennzeichnet.

Sowohl die Effizienz der Energieweiterleitung innerhalb der Photosysteme Il (Fv/Fm) als
auch der relative Elektronentransport an der Thylakoidmembran und die Abgabe der
Anregungsenergie in Form von Warme (NPQ) sinken in allen Linien innerhalb von 24h auf
etwas niedrigere Werte ab und stabilisieren sich auf diesem Niveau fir die folgenden Tage
(siehe Abb. 3.20.).  Im untersuchten Zeitraum lassen sich unter Kaltestress zu keinem
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Zeitpunkt signifikante Unterschiede der beiden fur jeden Mutantentyp verwendeten Linien in
eine bestimmte Richtung nachweisen. Die Abwesenheit von HIPP25, HIPP26 bzw. beiden
HIPPs bleibt auch unter Kaltestress ohne Auswirkung auf photosynthetische Prozesse in den
entsprechenden Pflanzen.

Da niedrige Temperaturen das pflanzliche Wachstum inhibieren, sind die hipp25-, hipp26-,
hipp25/26- und Wildtyppflanzen auch hinsichtlich der Zunahme ihrer Biomasse unter Kalte-
bedingungen untersucht worden (Abb. 3.21.). Innerhalb eines groRen Zeitraumes von 31
Tagen ist in allen untersuchten Linien etwa eine Verdopplung der Frischgewichte messbar.
Ein Vergleich der jeweiligen Biomassen offenbart keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Wildtypen und den Mutantenlinien. Die Abwesenheit von HIPP25, HIPP26 bzw. beiden
HIPPs fuhrt unter Kaltestress zu keiner deutlich nachweisbaren Veranderung von Wachstums-
und Entwicklungsprozessen.

hipp26
hipp25/26
hipp25/26

1/2 Hoagland + 120mM NaCl

Wurzelzuwachs [in mm]

Abb. 3.22. Wurzelwachstum von Wildtyppflanzen und hipp25, hipp26 und hipp25/26 Mutanten
unter Salzstress. Von jeder Linie sind Pflanzen verwendet worden, die auf je zwei unterschiedliche
F1 Nachkommen der Kreuzung beider Transposon-Insertionslinien ET7654 (hipp26) und GT.108178
(hipp25) zuriickzufiihren sind. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind aus den Daten von je
10 Messungen berechnet worden. Mittelwerte von Mutanten-Linien, die sich mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit p < 0,01 (t-Test) von den entsprechenden beiden Mittelwerten der Wildtyp-Linien signifi-
kant unterscheiden konnten nicht nachgewiesen werden.
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3.2.2.5.2. Reaktion auf Salzstress

Die Genexpression von HIPP26 wird durch hohe NaCl Konzentrationen induziert (Kapitel
3.2.2.2.)). Aus diesem Grund ist der Einfluss von Salzstress auf das Wurzelwachstum der
hipp25, hipp26, hipp25/26 Mutanten und der entsprechenden Wildtypkontrollpflanzen unter-
sucht worden. Fir diesen Test sind die Keimlinge der unterschiedlichen Arabidopsis Linien 3
Tage nach Keimung von Platten mit halbstarkem Hoagland Medium auf Platten mit
Kontrollmedium, bzw. Medium das zusétzlich 120mM NaCl enthdlt umgesetzt und fir
weitere 9 Tage unter Langtagbedingungen inkubiert worden. Der Wurzelzuwachs ist auf
0,5fachem Hoagland Medium deutlich gréRer und fur alle vier Linien gleich. 1220mM NaCl
inhibiert den Wurzelzuwachs im untersuchten Zeitraum. Das Fehlen von HIPP25, HIPP26
oder beiden HIPPs in den entsprechenden Mutanten hat keinen Einfluss auf die Starke dieser
Wachstumshemmung (Abb. 3.22.).

3.2.2.5.3. Reaktion auf Trockenstress

Die Genexpression von HIPP26 wird neben niedrigen Temperaturen auch durch Wasserman-
gel induziert (siehe Kapitel 3.2.2.2.). Um eine mogliche Funktion von HIPP26 und HIPP25
fiir die Anpassung an Wassermangel zu untersuchen, kann ein Vergleich der Veranderungen
der relativen Pflanzenwassergehalte von Wildtyppflanzen und hipp25, hipp26, hipp25/26
Mutanten im Verlauf anhaltender Trockenheit durchgefiihrt werden (Abb. 3.23.).

OWT Ler-0 (L16)

WT Ler-0 (L60)
100 -

90 £ o @ hipp25 (L48)

hipp25 (L58)

80 +

Ly ® hipp26 (L68)

80 hipp26 (L19)
50 +

40 + B hipp25/26 (L33)

30 4 hipp25/26 (L50)

20 ¢

relativer Pflanzenwassergehalt [in %]

10 T

32 21 12 5 Bodenwassergehalt [in %]
15 18 21 25 Tage nach letzter Wasserung

Abb. 3.23. Entwicklung des relativen Pflanzenwassergehaltes von Wildtyppflanzen und hipp25,
hipp26 und hipp25/26 Mutanten unter Wassermangel. Fir die gewéhlten Messzeitpunkte innerhalb
der Trockenstresskinetik ist der jeweilige Bodenwassergehalt angegeben. Von jeder Linie sind Pflan-
zen verwendet worden, die auf je zwei unterschiedliche F1 Nachkommen der Kreuzung beider
Transposon-Insertionslinien ET7654 (hipp26) und GT.108178 (hipp25) zurlickzufuhren sind. Die Mit-
telwerte und Standardabweichungen sind aus den Daten von je 10 Messungen berechnet worden.
Mittelwerte von Mutanten-Linien, die sich mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01 (t-Test) von den
entsprechenden beiden Mittelwerten der Wildtyp-Linien signifikant unterscheiden sind mit einem
Sternchen markiert.

Der relative Wassergehalt sinkt in den untersuchten Pflanzen tber einen Zeitraum von 6

Tagen nur um etwa 4%. Im gleichen Zeitfenster ist ein dramatisches Absinken des flr die
Pflanzen im Boden verfligbaren Wassers von 32% auf 12% zu verzeichnen. Aus diesen Daten
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wird deutlich, dass es den Pflanzen in dieser wichtigen Phase des Trockenstressverlaufes
durch entsprechende Anpassungsreaktionen gelingt den Uberlebenswichtig hohen internen
Wassergehalt aufrechtzuerhalten. Das Absinken des Bodenwassergehaltes unter 10% wird
von den untersuchten Arabidopsis thaliana Pflanzen nicht toleriert. Der entsprechende
relative Pflanzenwassergehalt verringert sich drastisch auf Werte unter 70%. Die Pflanzen
welken. Die Abwesenheit von HIPP26, HIPP25 oder beiden HIPPs hat auf die Resistenz
gegeniiber Trockenheit keinen nachweisbaren Einfluss. Im untersuchten Zeitraum lassen sich
zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede der beiden fur jeden Mutantentyp verwendeten
Linien in eine bestimmte Richtung nachweisen. (Abb. 3.23.).

3.2.2.5.4. Reaktion auf erhéhte Schwermetallkonzentrationen

Ein zentrales Element in der Proteinstruktur der HIPPs ist die HMA Doméne. Ein Reihe von
strukturellen Daten illustriert, dass vor allem (ber die konservierten Cysteine im MxCxxC
Motiv Schwermetalle, wie Kupfer, Zink und Quecksilber, gebunden werden kdnnen
(Arnesano et al., 2002). Bisher liegen aber nur fiir wenige HMA-Proteine Daten zur Schwer-
metallbindung vor.

hipp25/26
hipp25/26

R

7

1/2 Hoagland +200uM Zn** +30uM Cu**

K

Wurzelzuwachs [in mm]

Abb. 3.24. Wurzelwachstum von Wildtyppflanzen und hipp25, hipp26 und hipp25/26 Mutanten
unter Bedingungen mit toxisch hohen Zink- und Kupferkonzentrationen. Von jeder Linie sind
Pflanzen verwendet worden, die auf je zwei unterschiedliche F1 Nachkommen der Kreuzung beider
Transposon-Insertionslinien ET7654 (hipp26) und GT.108178 (hipp25) zurlickzufiihren sind. Die Mit-
telwerte und Standardabweichungen sind aus den Daten von je 10 Messungen berechnet worden.
Mittelwerte von Mutanten-Linien, die sich mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01 (t-Test) von den
entsprechenden beiden Mittelwerten der Wildtyp-Linien signifikant unterscheiden konnten nicht nach-
gewiesen werden.
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Die Bindung von Kupferionen an CCH ist indirekt ber die Komplementation der atxl
Mutation in Hefe nachgewiesen worden (Himelblau et al., 1998). Das Arabidopsis
Kupferchaperon AtATX1 komplementiert die atx1 Mutation in Hefe ebenfalls (Puig et al.,
2007b). Dykema et al., (1999) haben mit Hilfe immobilisierter Metalle im Affinitatschro-
matographieverfahren (IMAC) direkte experimentelle Hinweise fur die Bindung von Kupfer-,
Nickel- und Zinkionen an HIPP7 (ATFP3) erhalten. Fir HIPP6 (Cdil9) sind nach Zugabe von
Cadmium-, Quecksilber- und Kupferionen Verdnderungen der CD-Spektren (Cicular-
dichroismus) im Wellenlangenbereich zwischen 200nm und 220nm nachweisbar. Verande-
rungen in diesem Spektralbereich zeigen Konformationsédnderungen von geordneten B-Falt-
blatt- und o-helikalen Bereichen des jeweiligen Proteins an. Sie sind somit ein Hinweis auf
eine Bindung von Cd, Hg und Cu an HIPP6 (Cdil9, Suzuki et al., 2002). Fir das Kupfercha-
peron der Cu/Zn SOD in Glycine max GmCCS sind sowohl die Bindung von Cu- als auch
Zn-lonen Uber spektroskopische Verfahren nachgewiesen worden (Sagasti et al., 2011). In
vitro translatiertes HIPP26 bindet in IMAC Analysen sowohl Cu?* als auch Cd*" und Pb**
(Gao et al., 2009). Fur weitere HIPPs im Allgemeinen und speziell fir HIPP25 liegen noch
keine Daten zur Spezifitat der Metallbindung vor.

Um eine mogliche Funktion von HIPP25 und HIPP26 bei der Reaktion der Pflanzen auf er-
hohte Schwermetallkonzentrationen zu untersuchen, sind die Mutantenlinien hipp25, hipp26
und hipp25/26 bei schadlich hohen Konzentrationen von Zn- und Cu-lonen auf Agarplatten
inkubiert worden. Als sensitiver Messparameter ist das Wurzelwachstum bestimmt worden.
Fir diesen Test sind die Keimlinge der unterschiedlichen Arabidopsis Linien 3 Tage nach
Keimung von Platten mit 0,5fachem Hoagland Medium auf Platten mit Kontrollmedium, bzw.
Medien die zusatzlich 200uM Zn** und 30uM Cu?* lonen enthalten, umgesetzt und fiir wei-
tere 9 Tage unter Langtagbedingungen inkubiert worden. Der Wurzelzuwachs ist auf
0,5fachem Hoagland Medium am gréf3ten und fur alle untersuchten Linien etwa gleich. So-
wohl 200puM Zn** als auch 30uM Cu®* inhibieren das Wurzelwachstum deutlich. Allerdings
wirkt sich das Fehlen von HIPP25 und/oder HIPP26 in den entsprechenden Mutanten nicht
signifikant auf diese Inhibierung aus (siehe Abb. 3.24.).

3.2.25.5. HIPP26 beeinflusst die Expression von Zielgenen des Transkriptionsfaktors
ATHB29

Der Zinkfinger-Homeodomanen-Transkriptionsfaktor ATHB29 konnte mittels Hefe-
Dihybrid-Technik und in vitro mit 'GST-Pulldown' Experimenten als putativer Interaktor von
HIPP26 identifiziert werden (siehe Kapitel 3.2.2.3.). Im Jahr 2007(a) konnten Tran et al.,
unter Verwendung von Arabidopsis thaliana 35S::ATHB29 Linien in Microarray-Trans-
kriptom-Analysen putative Zielgene des Transkriptionsfaktors ATHB29 (ZFHD1) identi-
fizieren. In Abbildung 3.25.A sind einige dieser Gene aufgefiihrt. Tran et al., (2007a) haben
sowohl Gene, die in den 35S::ATHB29 Mutanten im Vergleich zu entsprechenden
Kontrollpflanzen deutlich induziert werden (orange in Abb. 3.25.A), als auch Gene, die
deutlich reprimiert vorliegen (griin in Abb. 3.25.A), nachgewiesen. Interessant ist, dass die
durch ATHB29 aktivierten Gene in hipp26 Pflanzen deutlich schwécher exprimiert werden,
als in den entsprechenden Wildtypkontrollen (siehe Abb. 3.25.B). Die ebenfalls untersuchten
ATHB29-abhédngig reprimierten Gene und die zusétzlich analysierten nicht regulierten
Referenzgene At3g53090 und At4g26410 dagegen werden in den hipp26 Mutanten ahnlich
stark wie in den Kontrollpflanzen exprimiert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass HIPP26 einen
positiven Einfluss auf die Funktion des Transkriptionsfaktors ATHB29 und somit auf die
Induktion der Genexpression entsprechender Zielgene hat.
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Abb. 3.25. Relative Genexpressionslevel von Arabidopsis thaliana Genen, deren Expression
sowohl durch ATHB29 (A) als auch durch HIPP26 (B) beeinflusst wird. (A) Gene, deren
Expression in 35S::ATHB29 Linien positiv beeinflusst wird, sind orange, negativ beeinflusst griin oder
gar nicht beeinflusst grau dargestellt. Die auf die entsprechenden Leervektorkontrollen bezogenen
Expressionslevel in den 35S::ATHB29 Mutanten sind Tran et al., (2007a) enthommen worden. (B) Die
relativen Expressionslevel in den hipp26 Mutanten sind mittels quantitativer RT-PCR analysiert
worden. Dabei sind die relativen Expressionslevel der untersuchten Gene nach Pfaffl et al., (2001),
bezogen auf die entsprechenden Wildtypkontrollen und normalisiert auf das Referenzgen At1g13320
berechnet worden. *Expressionsunterschiede sind mit p=0,05 signifikant (‘Pair wise fixed reallocation
randomisation test', Pfaffl et al., 2002). Pro Linie sind drei biologische Parallelproben mit Blattern von
je drei Pflanzen analysiert worden.
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4. Diskussion und Ausblick

4.1. HVFP1, ein Kélte-induziertes Zellkern-lokalisiertes putatives Schwermetallchaperon

HvFP1 ist ein Gen in Hordeum vulgare, dessen Expression bei abiotischem Stress induziert
wird. Vor allem bei kombiniertem Stress durch niedrige positive Temperaturen und hohe
Lichtintensitaten wird HvFP1 in einem Zeitraum von weniger als drei Stunden angeschaltet
(Abb. 3.3.). Diese sehr schnelle transiente Induktion legt nahe, dass die Funktion von HvFP1
vor allem in der friihen Phase des Stressgeschehens ben6tigt wird. In dieser auch als Alarmre-
aktion bezeichneten Phase kommt es zu vielféaltigen molekularen Veranderungen, die eine
Anpassung ermoglichen sollen. HvFP1 konnte demnach, innerhalb dieser Alarmreaktion von
Bedeutung sein. Dagegen werden andere Kaltestressgene, wie Corl14b, vor allem wéhrend der
Widerstandsphase benotigt. Corl4b Transkripte akkumulieren unter Bedingungen mit
kombiniertem Kalte-Lichtstress kontinuierlich und bleiben tber einen Zeitraum von mehr als
sieben Tagen auf gleichbleibend hohem Niveau (Abb. 3.3.). Die Ho6he der Lichtintensitét
spielt fur die Starke der Induktion von HvFP1 bei Kalte eine eher untergeordnete Rolle. Dies
ist ein klarer Unterschied zu Corl4b und Elip. Beide Gene codieren fir plastidare Proteine
(Crossati et al., 1999; Grimm und Kloppstech, 1987) und werden deutlich starker angeschal-
tet, wenn zu den niedrigen Temperaturen steigende Lichtintensitdten hinzukommen (Abb.
3.4.).

HvFP1 kann aufgrund seiner Induktion bei niedrigen positiven Temperaturen, welche auch
ohne Lichteinfluss in etiolierten Pflanzen nachweisbar ist (Abb. 3.4.), wie Corl4b in die
Gruppe der Kaltestressgene eingeordnet werden. Dagegen gehdrt das Gen des Lichtstresspro-
teins ELIP nicht ausschliellich zu den Kaéltestressgenen, da dessen Expression auch unter
optimalen Temperaturen durch hohe Lichtintensitdten angeschaltet wird. Dieser Zusammen-
hang ist bereits 1997 von Montane et al., ausfuhrlich untersucht worden. Dabei konnte nach-
gewiesen werden, dass neben der Elip mMRNA Menge auch die entsprechenden Proteinmengen
bei kombiniertem Kalte-Lichtstress ansteigen. Zusatzlich ist unter Kélte- und/oder Starklicht-
bedingungen eine reziproke Regulation der Elip und LhcB2 Transkriptlevel nachweisbar. Die
Pflanzen versuchen, die Menge an Uberschiissig absorbierter Lichtenergie zu verringen, indem
sie die Expression der aufleren Antennenproteine mindern. Vermutlich setzen die zeitgleich
transient neu gebildeten ELIPs sowohl durch Bindung von freien nicht organisierten
Chlorophyllmolekilen (Adamska et al., 1999; Hutin et al., 2003) als auch durch Inhibierung
der Chlorophyllbiosynthese die Gefdhrdung durch photooxidative Prozesse herab (Tzvetkova-
Chevolleau et al., 2007).

Die Genexpression von HvFP1 wird auch bei Trockenstress (Abb. 3.5.) und durch exogen
applizierte ABA (Abb. 3.6.) schnell und transient induziert. Damit reiht sich HvVFP1 in eine
Gruppe von Genen ein, die sowohl bei Kaltestress als auch bei Wassermangel verstérkt
exprimiert werden (Kreps et al., 2002; Seki et al., 2002; Mantri et al., 2007; Tommasini et al.,
2008). Viele dieser Gene, deren Expression sowohl bei Kalte- als auch bei Salz- und Trocken-
stress induziert wird, besitzen in ihren Promotoren entsprechende regulatorische cis-DNA-
Elemente. Dazu gehdren z.B. die bei Kalte und Trockenheit wichtigen CRT/DRE ('C-Repeat
Elements/'Drought Responsive Elements’) und die bei osmotischem Stress bedeutsamen
ABREs ('ABA Responsive Elements', siehe Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, 2006 fir
einen Uberblick). Seki et al., (2002) haben mehrere dieser cis-Elemente in den Promotoren
von Genen, die durch Kélte-, Salz- und Trockenstress induziert werden, identifizieren kénnen.
Das Expressionsverhalten von HvFP1 legt nahe, dass diese cis-Elemente und die entspre-
chenden Aktivatoren an der Induktion bei Kalte und Wassermangel beteiligt sind. Fur eine
entsprechende Analyse sollte in naher Zukunft die DNA des Genlocus von HvFP1 und dessen
direkte Umgebung isoliert, sequenziert und charakterisiert werden. Hierfiir kann die in dieser
Arbeit aufgeklarte cDNA Sequenz von HvFP1 als Ausgangspunkt verwendet werden. Zudem
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sollten, z.B. mit Hilfe der RACE-Technik (‘rapid amplification of cDNA ends’), der oder die
Transkriptionsstartpunkt(e) ermittelt werden.

Neben dieser Stress-abhéngigen Induktion von HvFP1 in Priméarblattern von Gerstenkeim-
lingen ist ein Anstieg der Transkriptmenge im Verlauf der natlrlichen Primérblattseneszenz
nachweisbar. Vor allem in der letzten Phase dieses Entwicklungsabschnittes, d.h. etwa 35
Tage nach Aussaat, ist eine starke Zunahme von HvFP1 mRNA Molekdilen in Primarblattern
von Hordeum vulgare zu verzeichnen (Abb. 3.7.). Dies spricht dafur, dass HvFP1 Proteine
nicht nur bei Kalte- und Trockenstress in grofieren Mengen bendtigt werden, sondern auch
wéhrend der letzen Phase der Blattentwicklung von Bedeutung sind. In der friilhen Phase der
Blattalterung sind strukturelle Veranderungen in den Chloroplasten zu beobachten. Es kommt
zu geordneten Abbau- und Remobilisierungsprozessen. Vor allem Makromolekiile wie Pro-
teine, Lipide und Nukleinsduren werden degradiert. Die Abbauprodukte werden in kataboli-
schen Prozessen verbraucht oder tUber das Phloem in Sinkbereiche der jeweiligen Pflanze
transportiert. Mitochondrien und der Zellkern bleiben sehr lange intakt und sichern den ge-
ordneten Ablauf der Blattseneszenz. Aufgrund der beobachtbaren Symptome in der spéten
Phase der Seneszenz, wie z.B. dem Kollabieren der Vakuolen, der Chromatinkondensation
und dem 'DNA Laddering' kann in diesem Zusammenhang von programmiertem Absterben
der entsprechenden Zellen gesprochen werden (Lim et al., 2007). Die starke Induktion der
Genexpression von HvFP1 in dieser spaten Seneszenzphase ist ein Hinweis auf einen Zu-
sammenhang zwischen der molekularen Funktion von HvFP1 und den Prozessen, die in die-
ser letzten Entwicklungsphase des Blattes ablaufen. Die molekulare Funktion von HvFP1
konnte z. B. fir die Remobilisierung essentieller Schwermetalle wahrend der Blattseneszenz
von Bedeutung sein. Himelblau und Amasino, (2001) konnten in alternden Arabidopsis tha-
liana Blattern eine Reduzierung der Kupfer- und Zinklevel um tber 50% nachweisen. Die
Autoren sehen dies als Indiz fur die Mobilisierung dieser Mikronéhrstoffe und deren Trans-
port in Samen, Speicherorgane oder junge noch wachsende Organe.

Eine Behandlung mit toxisch hohen Konzentrationen an Cu- und Cd-lonen sorgt ebenfalls fiir
eine schwache Induktion von HvFP1. Die entsprechenden Transkriptlevel in diesen jungen
Primarblattern 48 Stunden nach Schwermetallbehandlung sind in etwa mit denen in alternden
Primarblattern 35 Tage nach Aussaat vergleichbar. Der Chlorophyllgehalt ist sowohl in den
mit Schwermetallen behandelten Blattern als auch in 35 Tage alten Blattern auf ein dhnliches
Niveau abgesunken. Dies illustriert, dass die Abbauprozesse in den Chloroplasten dieser Pri-
maérblatter vergleichbar weit vorangeschritten sind.

Weitere Hinweise flr einen Zusammenhang zwischen der molekularen Funktion von HvFP1
und der Schwermetallhomdostase liefern Genexpressionsanalysen von HvFP1 in 18 Tage
alten Gerstenpflanzen unter optimalen Temperaturbedingungen. Das Gen ist vor allem im
Bereich der Ferntransportsysteme und jungen noch wachsenden Geweben aktiv. Besonders
viele HVFP1 Transkripte lassen sich im Bereich des Sprosses, der zu diesem Entwicklungs-
zeitpunkt wenige Millimeter grof? ist und neben dem Apikalmeristem auch die basalen Blatt-
meristeme beinhaltet, nachweisen. Daneben sind auch in den Wurzeln und dem Bereich der
Blattscheiden, welche weitere junge noch nicht sichtbare Folgeblatter beinhalten, HVFP1
MRNA Molekdle in detektierbar groRen Mengen vorhanden (Abb. 3.8.).

Die enorme Induktion von HvFP1 in allen Teilen der Gerstenpflanze nach 15 Stunden bei 2°C
und 600pEm™s™ zeigt einen steigenden Bedarf an HvFP1 bei kombiniertem Kélte-Lichtstress
in der gesamten Pflanze an. In weiteren Untersuchungen muss allerdings noch geklart werden,
ob die in dieser Arbeit dargestellten Veranderungen der Genexpression auf Transkriptebene
entsprechende Veranderungen auf der Proteinebene nach sich ziehen. Hierfiir wére es sinnvoll
immunologische Nachweisverfahren anzuwenden.

Neben den Daten zur Genexpression liefert vor allem die Aminoséuresequenz von HvFP1
eine Reihe von Hinweisen, die es erlauben, Gber die molekulare Funktion dieses Proteins als
Schwermetallchaperon in Gerste zu spekulieren. Die HMA Doméne ist fir die Funktion von
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HvFP1 von zentraler Bedeutung. Ihr Anteil betrdgt ca. 39% der gesamten Aminoséurese-
quenz. Aufgrund der groBen Ahnlichkeit dieses Proteinbereiches zu den HMA Doménen an-
derer bereits genauer untersuchter Schwermetallchaperone, wie CopZ aus Enterococcus hirae
(Wimmer et al., 1999) und ATX1 aus Saccharomyces cerevisiae (Arnesano et al., 2001), ist
die Wahrscheinlichkeit grof3, dass HvFP1 im Bereich der HMA Doméne ebenfalls eine B1-
al-B2-B3-a2-B4 Faltung einnimmt, bei welcher die antiparallelen B-Faltbléatter und die a-
Helices durch 'Loop' Regionen miteinander verbunden sind. Das flr die Schwermetallbindung
zentrale Aminosauresequenzmotiv vom 'MxCxxC'-Typ befindet sich im Ubergang von Loop1
zur Helix al (Arnesano et al., 2002). Allerdings besitzt HvFP1 anstelle des Methionins im
putativen Schwermetallbindemotiv einen strukturell sehr dhnlichen Isoleucin-Aminosdurerest
(Abb. 3.2.). Die Aminosaurereste, die sich auf der Oberfliche der HMA Domane befinden,
sind weniger stark konserviert als Reste, die im hydrophoben Kernbereich liegen. Arnesano et
al.,, (2002) sehen in dieser Tatsache eine Verbindung zur jeweiligen Funktion des
entsprechenden Proteins, vor allem in Bezug auf die spezifischen Protein-Protein Wechsel-
wirkungen.

HVFP1 besitzt am C-Terminus ein Isoprenylierungsmotiv, eine sogenannte CaaX Box. Folgen
einem Cystein in viertletzter Position zwei aliphatische Aminosdurereste (‘a’) und ein Methio-
nin-, Glutamin-, Serin-, Alanin- oder Cysteinrest ("X") katalysiert eine Protein-Farnesyltrans-
ferase (FTase) den Transfer eines Farnesylmolekils auf die entsprechende -SH Gruppe des
viertletzten Cysteins. Befinden sich in der letzen Position X' ein Leucin oder ein Isoleucin
katalysiert eine Protein-Geranylgeranyltransferase (GGTase) den Transfer eines Geranylgera-
nylmolekils auf das entsprechende Protein. Sowohl fir die FTase als auch die GGTase sind
in Saugern und Backerhefe Kreuzreaktionen in Bezug auf beide Substrate, d.h. die CaaX Box
Proteine und die Isoprenoidderivate Farnesyl- und Geranylgeranylpyrophosphat nachweisbar
(Crowell, 2000, Crowell und Huizinga, 2009). Ob ein entsprechendes Protein wie HvVFP1 also
farnesyliert oder geranylgeranyliert vorliegt, muss deshalb im Einzellfall genauer analysiert
werden. Im Anschluss an die irreversible Isoprenylierung erfolgt eine Prozessierung durch
zwei an die ER-Membran gebundene Enzyme. Zunéchst entfernt eine Protease die letzten drei
Aminosauren der CaaX Box. Anschlielend wird die dann freie Carboxygruppe des Prenyl-
cysteinrestes durch eine Isoprenylcystein-Methyltransferase methyliert. Eine Isoprenylierung
ist also eine kovalente Proteinmodifizierung, bei der ein hydrophober Kohlenwasserstoffrest
(Farnesylrest C15, Geranylgeranylrest C20) an den C-Terminus des entsprechenden Zielpro-
teins angebracht wird. Dieser hydrophobe Rest kann der Verankerung des modifizierten Pro-
teins in zellularen Membranen dienen oder fur Protein-Protein Wechselwirkungen von
Bedeutung sein (Yalovsky et al., 1999; Crowell, 2000; Huizinga und Crowell, 2009).

Neben dem C-terminalen Isoprenylierungsmotiv besitzt HvFP1 mit der Kernlokalisierungsse-
guenz ein zweites wichtiges Aminosauremotiv, welches fir die Lokalisierung innerhalb der
Zellen von groRer Bedeutung ist. Werden GFP-HVFP1 Fusionsproteine heterolog in Zwiebel-
epidermiszellen exprimiert, akkumulieren diese im Zellkern (Abb. 3.9.). Vor allem in den
Bereichen der Nucleoli sind groRBe Mengen an GFP-HvFP1 Protein nachweisbar. Interessant
ist, dass GFP-HVFP1 Fusionsproteine, die isoprenyliert werden kénnen (Abb. 3.9. D), eine
andere Lokalisierung innerhalb des Zellkernes aufweisen als die Proteinvarianten, bei denen
keine Isoprenylierung moglich ist (Abb. 3.9. B und C). Fir die Lokalisierung von HvFP1 an
definierten Orten innerhalb des Zellkernes ist neben der Kernlokalisierungssequenz also auch
die Isoprenylierung des C-Terminus wichtig. Diese Daten zur zelluldren Lokalisierung liefern
Hinweise auf eine molekulare Funktion von HvFP1, die mit regulatorischen Prozessen inner-
halb des Zellkerns in Verbindung steht. Falls HvFP1 tatsachlich als Schwermetallchaperon
fungiert, ergibt sich daraus die interessante Frage nach den Zielproteinen im Zellkern, welche
von HvFP1 mit Schwermetallen versorgt werden.
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4.2. HIPPs, Zellkern-lokalisierte putative Schwermetallchaperone in Arabidopsis thaliana

Proteine, welche sowohl HMA Domanen als auch C-terminale Isoprenylierungsmotive besit-
zen, konnen bisher nur in GefaRpflanzen nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass
die speziellen Erfordernisse innerhalb pflanzlicher Organismen im Verlauf der Evolution zur
Entstehung dieser besonderen Klasse von Schwermetallchaperonen gefihrt haben. Von 76
Proteinen mit HMA Domaéne in Arabidopsis thaliana weisen 46, d.h. deutlich mehr als die
Hélfte dieser Proteine, ein C-terminales Isoprenylierungsmotiv auf (Tab. 3.1. und 3.2.). Diese
Proteine konnen deshalb als HIPPs (‘heavy metal associated, isoprenylated plant proteins',
engl. far Schwermetall bindende, isoprenylierbare pflanzliche Proteine, Barth et al., 2009)
bezeichnet werden. Aufgrund von Homologien der Aminoséuresequenzen lassen sich die
HMA Doménen der jeweiligen Proteine in 8 Gruppen einteilen (Abb. 3.10.). Die HMA Do-
méne von HvVFP1 aus Gerste lasst sich zusammen mit 13 Arabidopsis HIPPs und einem Ara-
bidopsis CCH-like Protein in Cluster 111 einordnen. Die HIPPs in dieser Gruppe weisen auch
in Bezug auf die gesamte Aminoséauresequenz die groRte Ahnlichkeit zu HVFP1 auf. Dies
spricht daftr, dass diese HIPPs, vor allem HIPP25, HIPP26 und HIPP27 die gleiche oder zu-
mindest eine &hnliche molekulare Funktion wie HvFP1 innehaben. Zudem wird die
Genexpression von HIPP26 &hnlich wie die von HvFP1 durch niedrige Temperaturen deut-
lich induziert (Abb. 3.14. und 3.15.). Die Induktion der Expression von HIPP25 durch Kalte
fallt weniger stark aus und HIPP27 wird bei niedrigen Temperaturen abgeschaltet (Abb.
3.14.). HIPP26 gehort demnach wie HVFP1 zu den Kaltestressgenen. Die HIPP26 Expression
lasst sich allerdings nicht durch ABA und nur schwach bei Trockenstress induzieren. Im
Verlauf der natirlichen Blattseneszenz wird HIPP26 in Arabidopsis abgeschaltet. Neben den
groRen Gemeinsamkeiten in Bezug auf die Aminosauresequenz und die Induktion bei Kalte-
stress gibt es zwischen HvFP1 aus Gerste und HIPP26 aus Arabidopsis also auch deutliche
Unterschiede. Diese Unterschiede schlielen jedoch eine &hnliche molekulare Funktion der
beiden Proteine im jeweiligen Organismus nicht aus. Ein weiteres gemeinsames Merkmal im
Vergleich mit HvFP1 ist die Kernlokalisierung sowohl von HIPP26 als auch von HIPP25 und
HIPP27. Die Fluoreszenzsignale der entsprechenden GFP-Fusionsproteine im Zellkern zeigen
vor allem fur HIPP26 und HIPP27 eine zu HvFP1 sehr dhnliche Lokalisierung an (Abb.
3.14.). HIPP25 akkumuliert ebenfalls im Zellkern, liegt dort aber im Unterschied zu HvFP1,
HIPP26 und HIPP27 gleichmé&Rig verteilt vor. Dies ist ein Hinweis darauf, dass HIPP25 an-
dere Zielproteine bindet als HIPP26, HIPP27 und HvFP1. Fir die Akkumulierung von
HIPP26 an distinkten Punkten innerhalb des Zellkernes ist ein intaktes Isoprenylierungsmotiv
notwendig (Abb. 3.13.). In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, ob die Positionen
identisch sind, an denen HvFP1, HIPP26 und HIPP27 akkumulieren. Sollte dies der Fall sein,
lage ein weiterer Hinweis dafir vor, dass HvFP1, HIPP26 und HIPP27 die gleiche molekulare
Funktion erflllen. Zudem koénnte die Lokalisierung der HIPPs mit anderen Techniken, z.B.
durch Fraktionieren der unterschiedlichen zelluldaren Kompartimente in Verbindung mit im-
munologischen Nachweisverfahren, Uberprift und quantifiziert werden. So kdnnten mdgliche
Veranderungen des Gleichgewichtes zwischen dem Proteinanteil, welcher an der Plasma-
membran lokalisiert ist, und dem im Zellkern befindlichen Teil unter verschiedenen physiolo-
gischen Bedingungen untersucht werden.

Solche Analysen wirden moglicherweise auch die Diskrepanz erkldarbar machen, welche beim
Vergleich der in dieser Arbeit gezeigten Daten mit denen bei Gao et al., (2009) dargestellten
Daten, auftreten. Gao et al., (2009) haben in vergleichbaren Experimenten die GFP-HIPP26
Fluoreszenzsignale nahezu vollstdndig an der Plasmamembran von Zwiebelepidermiszellen
nachgewiesen.

Die Genexpressionsanalysen zu HIPP26 zeigen deutlich, dass dieses Schwermetallchaperon
besonderes bei Kalte- und Salzstress gebraucht wird (Abb. 3.14. und 3.15.). Gao et al., (2009)
zeigen mit Northern-Analysen an 14 Tage alten Arabidopsis Keimlingen, dass HIPP26
(ATFP6) mRNA Molekile in allen Teilen der Pflanze nachweisbar sind. VVor allem in Organ-
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bereichen mit hohem Leitgewebeanteil sind groRe HIPP26 Transkriptmengen nachweisbar.
Toxisch hohe Mengen von 1mM Cd?* sorgen nach 24 Stunden sowohl in Wurzeln als auch im
Spross fir eine Induktion der Genexpression von HIPP26. Durch 1mM Cu wird HIPP26 ab-
geschaltet und auch 1mM Zn?* hat einen negativen Einfluss auf dessen Expression (Gao et al.,
2009). Diese Daten weisen auf die Bedeutung von HIPP26 fir Prozesse, die mit der pflanzli-
chen Schwermetallhomdostase in Verbindung stehen, hin.

In silico Analysen des 1055bp DNA Bereiches, der vor dem Translationsstart ATG der flr
HIPP26 codierenden Sequenz liegt, offenbaren eine Reihe von mdglichen Bindestellen fur
Transkriptionsfaktoren, welche fur die Induktion bei abiotischem Stress verantwortlich sein
kdnnen. So kdnnen unter anderem bei Kalte- und osmotischem Stress wichtige cis-DNA-
Elemente wie LTRE-1 (Dunn et al., 1998), DRE2 (Dubouzet et al., 2003), MYC-
(Chinnusamy et al., 2003) und MYB-Bindestellen (Abe et al., 1997) im HIPP26 Promotorbe-
reich identifiziert werden. Hinzu kommen cis-DNA-Elemente, welche bei Salz- und bioti-
schem Stress (GT-1 Boxen, Park et al., 2004) sowie bei Hitze (CCAAT Boxen, Haralampidis
et al., 2002) von Bedeutung sind.

Zusétzlich eroffnen HIPP26::GUS Promotor-Reportergenanalysen einen Blick auf die
Expressionsstarke von HIPP26 in den unterschiedlichen Teilen einer Arabidopsis Pflanze.
Dabei kann ein hohes Expressionslevel im Bereich der Leitgefdle nachgewiesen werden
(Kapitel 3.2.2.3.). Dies konnte mit dem Transport essentieller Schwermetalle in engem
Zusammenhang stehen. Es gibt bereits erste Hinweise, dass in den Wurzeln Proteine mit
HMA Domane an der Beladung des Xylems mit essentiellen Schwermetallen beteiligt sind.
Die P1g-Typ ATPasen AtHMA2 und AtHMAA4 transportieren Zn?* (iber die Plasmamembran
parenchymatischer Zellen innerhalb des Leitgewebes in den Apoplasten des Xylems.
AtHMAZ2::GUS und AtHMA4::GUS Promotor-Reportergenanalysen zeigen, dass beide Gene
ahnlich wie HIPP26 sehr stark im Leitgewebe von Wurzel, Blatt und Stangel exprimiert wer-
den. hma2hma4 Mutanten zeigen einen Zinkmangel-Phé&notyp, der durch Applizierung gréRer
Zn** Mengen kompensiert werden kann. hma2hma4 Pflanzen akkumulieren in den Wurzeln
groRere und im Spross geringere Zn** Mengen als entsprechende Wildtypkontrollpflanzen
(Hussain et al., 2004). Cu'* wird in den Wurzeln méglicherweise von der P1g-type ATPase
AtHMAGS in den Apoplasten des Xylems transportiert. Zum einen wird AtHMAS vor allem in
Wurzeln exprimiert und zum anderen reagieren hma5 Mutanten hypersensitiv auf hohe
Kupferkonzentrationen und akkumulieren unter diesen Bedingungen deutlich mehr Cu in den
Wourzeln als entsprechende Wildtyppflanzen (Andres-Colas et al., 2006).

Obwohl die genauen molekularen Mechanismen, Uber die die Schwermetalle im Mesophyll
und anderen Sprossbereichen aus dem Xylem entladen werden, noch unbekannt sind (Park et
al., 2008; Palmer und Guerinot, 2009), ist anzunehmen, dass die Metallionen, die in diesen
apoplastischen Bereichen ankommen, Uber geeignete Transporter ins Cytosol der parenchy-
matischen Leitgewebezellen aufgenommen werden. Es liegt nahe, dass Schwermetallchape-
rone wie HIPP26 diese Metallionen direkt nach dem Transport Uber die Plasmamembran
ubernehmen und sie im Symplasten zu ihren Zielen geleiten. Diese Hypothese steht im Ein-
klang mit der starken Expression von HIPP26 im Bereich der Leitgewebe.

Die Genexpressionsdaten weisen, wie bereits erwahnt, flir HIPP26 auf eine Funktion bei der
Schwermetallhom@ostase hin, die vor allem bei Kalte- und Salzstress an Bedeutung gewinnt
(Kapitel 3.2.2.2.). Die Tatsache, dass mit HvFP1 ein sehr dhnliches Gen in Hordeum vulgare
existiert, dessen Expression ebenfalls bei niedrigen Temperaturen deutlich induziert wird
(Kapitel 3.1.2.), untermauert diese Bedeutung zusatzlich. Es kann also ein molekularer Zu-
sammenhang zwischen der Anpassungsreaktion der Pflanzen bei Kéltestress und der Funktion
von Schwermetallchaperonen wie HvFP1 und HIPP26 postuliert werden. Um die Verbindung
der pflanzlichen Reaktionen bei Kaltestress mit den Prozessen der Schwermetallhnomdostase
verstehen zu konnen, sind detaillierte Kenntnisse der molekularen Funktion der Schwer-
metallchaperone erforderlich.
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Wichtige Hinweise Uber die molekulare Funktion dieser Schwermetallchaperone ergeben sich
aus den jeweiligen Aminosauresequenzen. Vor allem die in diesen Sequenzen dominanten
HMA Doménen, implizieren flr Proteine wie HvFP1 und HIPP26 eine Rolle als Schwer-
metallchaperon. Die Isoprenylierung liefert dem Metallchaperon einen hydrophoben Anker,
der wahrscheinlich die Assoziation mit der Plasma- und/oder Kernmembran ermdglicht.
Demnach wére es u. a. denkbar, dass HIPP26 Uber den Farnesylrest am C-Terminus in der
Plasmamembran verankert ist, um dort die entsprechenden Schwermetalle von einem Schwer-
metallimporter zu bernehmen.
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4.1. Hypothetisches Modell zur mechanistischen Beschreibung der molekularen Funktion von
HIPP26 als Schwermetallchaperon. In Situation 1 gelangen weniger Zinkionen in die Zelle, als dort
bendtigt werden. Die Metallchaperone 'warten' an der Plasmamembran auf die zu transportierende
Fracht. Diese wird direkt am Importer Ubernommen. Mdglicherweise dient das kovalent mit dem
Protein verknlpfte Isoprenoidmolekil als hydrophober Membrananker (rot dargestellt). Eventuell
bewirkt eine Konformationsanderung bei der Metallibernahme das Ldsen der Membranverankerung,
so dass das Metallchaperon in den Zellkern importiert werden kann. Dort erfolgt die Ubergabe der
Zinkionen an Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren, wie ATHB29, welche dadurch aktiviert werden.
Anschliel3end verlasst das HIPP den Kern und verankert sich wieder in der Plasmamembran. In
Situation 2 gelangen deutlich mehr Zinkionen in die Zelle, als dort benétigt werden. Ahnlich wie in
Situation 1 transportiert HIPP26 die Schwermetallionen in den Zellkern, wo diese auf die Zielproteine
Ubertragen werden. Alle Metallchaperone, die das entsprechend gebundene Zinkion noch nicht auf ein
Zielprotein Ubertragen konnten, bilden im Zellkern einen Pool, aus welchem sich neusynthetisierte
Metallproteine, wie ATHB29, direkt nach dem Import in den Zellkern mit Zink versorgen kénnen.
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Durch die Bindung des entsprechenden Schwermetalls, z.B. Zink, und die dabei auftretenden
Konformationsédnderungen konnte sich das Schwermetallchaperon von der Plasmamembran
I6sen. Daraufhin wird es in den Zellkern importiert, wo es das gebundene Schwermetallion an
ein entsprechendes Zielprotein ubertragt (Abb. 4.1.). Nach erfolgreichem Schwermetall-
transfer wird das Metallchaperon aus dem Nukleus exportiert und verankert sich wieder in der
Plasmamembran, um weitere Metallionen zu transportieren. Fur dieses Modell sind ver-
schiedene Situationen denkbar. In Situation 1 ist weniger Metall fur die Zellen verfligbar, als
von den Zielproteinen im Zellkern bendtigt wird. In diesem Fall wirden die HIPPs die
Schwermetallionen direkt nach dem Import in den Zellkern auf die ATHBs transferieren, sich
zur Plasmamembran zuruckbewegen und dort erneut verankern. Pro Zelle wiirden grofiere
Mengen von HIPP Protein vorliegen, welche kein Schwermetallion gebunden haben. Unter
umgekehrten Verhaltnissen wére es ebenso denkbar, dass bereits mit Schwermetallionen
beladene HIPPs im Zellkern akkumulieren, &hnlich wie dies fir die sehr stark in Zwiebel-
epidermiszellen exprimierten GFP-Fusionsproteine nachweisbar ist (Abb. 3.12. und 3.13.). In
dieser zweiten Situation wirden die Schwermetallchaperone im Zellkern eine Art Pool oder
Pufferspeicher bilden, aus welchem sich die Zielproteine jederzeit mit dem fur sie wichtigen
Schwermetall bedienen kénnen (Abb. 4.1. Situation 2). Geeignete Experimente zur Bestim-
mung der membrangebundenen, der pendelnden und der im Zellkern befindlichen Protein-
mengen an Metallchaperon und der entsprechend gebundenen Metallionen waren duferst
hilfreich, um die zellul&re Situation genauer beschreiben zu kdnnen. Sowonhl fiir biochemische
Analysen mittels Fraktionierung der unterschiedlichen zellularen Kompartimente als auch fur
zytologische Untersuchungen mittels Elektronenmikroskopie ist die Herstellung von sehr
spezifischen und hoch affinen Anti-HIPP26-Antikdrpern eine wichtige Vorraussetzung, da
diese dann zur Detektion von HIPP26 eingesetzt werden kénnen.

Nach den in dieser Arbeit dargestellten experimentellen Daten handelt es sich bei den Ziel-
proteinen von HIPP26 z.B. um ATHB29, einen Zinkfinger-Homeodomanen-Transkriptions-
faktor, der bei der Blitenbildung (Tan und Irish, 2006) und bei Trockenstress (Tran et al.,
2007a) von groRer Bedeutung ist. Hefe-Zwei-Komponenten Analysen deuten darauf hin, dass
neben HIPP26 weitere HIPPs aus Cluster Il nicht nur mit ATHB29 sondern weiteren
Transkriptionsfaktoren der Zinkfinger-Homeodomanen-Familie in Wechselwirkung treten
koénnen (3.18.). Dieser interessante Punkt sollte in fortfiihrenden Untersuchungen bioche-
misch und genetisch genauer analysiert werden. Dabei ist die Bestimmung der Affinitaten fur
die Bindung der unterschiedlichen Kombinationen von HIPP und ATHB Protein wichtig. Zu-
dem ware es hilfreich, ein in vivo System zu etablieren, mit dem die Wechselwirkungen
zwischen HIPP und ATHB unter physiologischen Bedingungen analysiert werden koénnen.
Ein solches System wirde den Vorteil bieten, dass alle entsprechend einflussnehmenden
Faktoren, auch bisher unbekannte Komponenten, vorhanden sind.

Die in dieser Arbeit dargestellten GST-Pulldown Experimente (Abb. 3.17.) zeigen, dass ein
funktionelles Schwermetallbindemotiv von HIPP26 flr die Bindung an ATHB29 nétig ist.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass HIPP26 Schwermetalle auf ATHB29 Ubertragt. Da ATHB29
Zinkionen als Cofaktor benétigt, liegt die Vermutung nahe, dass HIPP26 als Zn?*-Chaperon
fungiert. In dhnlichen in vitro Analysen sollten sowohl weitere strukturell wichtige Amino-
séurereste als auch die Art der fiir die Bindung wichtigen Metallionen genauer analysiert
werden.

Gao et al., (2009) konnten mit dem Arabidopsis thaliana Acyl-CoA-bindenden Protein 2
(ACBP2) einen weiteren Interaktionspartner von HIPP26 identifizieren. Bei ACBP2 handelt
es sich um ein mit der Plasmamembran assoziiertes Protein, welches die aktivierten Fettsaure-
Coenzym-A-Ester  Linoleolyl-CoA, Linolenolyl-CoA und mit geringerer Affinitdt auch
Palmityl-CoA binden kann. Immobilisierte metallaffinitatschromatographische Analysen
zeigen, dass sowohl ACBP2 als auch HIPP26 (ATFP6) Cu®*-, Cd**- und Pb?*-lonen binden
kénnen. Die Autoren vermuten, dass beide Proteine am Transfer von Schwermetallen, wie
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Kupfer, Cadmium und Blei involviert sind. In einer Beteiligung an Reparaturprozessen von
Phospholipiden, welche unter Schwermetallstress durch oxidative Prozesse geschadigt wor-
den sind, sehen Gao et al., (2009) eine weitere mogliche Funktion der Wechselwirkung von
HIPP26 mit ACBP2. Die IMAC Analysen zeigen, dass HIPP26 in vitro Schwermetalle binden
kann. In zukunftigen Studien sollten weitere Nebengruppenmetalle der vierten Periode, wie
Mn%, Fe**, Co?*, Ni** und Zn?** ebenfalls auf ihre Fahigkeit zur Metall-HIPP26 Komplexbil-
dung hin untersucht werden. VVon der Irving-Williams Serie zur Reihenfolge der Stabilitat von
Metallkomplexen (Irving und Williams, 1948) lasst sich vor allem fiir freie Cu**-lonen eine
starke kompetitive Bindung an die Amin- und Thiolgruppen in den Metallbindetaschen von
Metallproteinen ableiten (In The Biological Chemistry of the Elements: The Inorganic
Chemistry of Life, 2nd ed.; Frausto da Silva, J. J. R., Williams, R. J. P., Eds.; Clarenden
Press: Oxford, UK, 2002.). Es ist zu vermuten, dass vor allem Cu®*- und Zn®*-lonen in vitro
ebenfalls mit ahnlich hohen Affinitaten wie Cd®* und Pb®* an HIPP26 binden konnen. Dies
macht deutlich, dass in vivo die Art des jeweils gebundenen Schwermetalls stark von der
Spezifitdt der entsprechenden Protein-Protein  Wechselwirkungen zwischen Importer,
Metallchaperon, Zielprotein und Efflux-Transporter, also dem Weg des entsprechenden
Schwermetalls innerhalb der Zelle abhangig ist. Demnach sind sowohl die Metallspezifitaten
der Importer an der Plasmamembran als auch die Affinitdten zwischen den jeweils
interagierenden Metallproteinen innerhalb der Zelle fur die korrekten Transportwege des
entsprechenden Schwermetalls verantwortlich.

Interessant in diesem Zusammenhang ist auch der Umstand, dass in vivo die Bindung des
‘richtigen’ Metalls an das entsprechende Protein uber die dabei auftretenden Konformations-
anderungen dessen Aktivitat allosterisch beeinflussen kann. Fir diesen Zusammenhang
sprechen unter anderem Daten, die am Beispiel des Transkriptionsrepressors NikR aus E. coli
erhoben worden sind. NikR bindet in vitro nicht nur Ni** mit hoher Affinitat im picomolaren
Bereich sondern auch Cu?*, Zn?*, Co®" und Cd?*. Die Hohe der Affinititen spiegelt dabei die
Reihenfolge der Irving-Williams Serie. Chemische und thermische Denaturierungsexperi-
mente zeigen, dass die Bindung von Ni*-lonen nicht nur die Stabilitat der Metallbinde-
domaéne erhéht, sondern auch die Stabilitdt des gesamten Proteins inklusive der DNA-Binde-
domane verbessert. Weder Kupfer noch eines der anderen getesteten Metalle haben einen
ahnlich groRen Einfluss auf die Stabilitat von NikR (Wang et al., 2004). In Anwesenheit von
divalenten Metallionen wie Cu®*, Zn**, Co?* und Cd** bindet NikR an DNA Molekiile. Die
spezifische Bindung von Ni**-NikR Komplexen an den nik Promotor erfolgt mit einer sehr
groRen Affinitat im nanomolaren Bereich. Sie ist geringer, wenn NikR Cu®* oder Co®* ge-
bunden hat. (Bloom und Zamble, 2004).

Die hohen Affinitdten der unterschiedlichen Schwermetalle zu den verschiedenen Metall-
proteinen sind vor allem bei deren Freisetzung innerhalb der Zelle unter Stress und wéhrend
der Recyclingprozesse im Verlauf der Seneszenz gefahrlich. So kénnen bei Stress auftretende
oxidative Prozesse die Metallproteine schadigen, zur Freisetzung der Metallionen fiihren und
damit einen geféahrlichen Kreislauf in Gang setzen (Tottey et al., 2005). Die Induktion von
Metallchaperonen wie HvFP1 aus Hordeum vulgare oder HIPP26 aus Arabidopsis thaliana
bei Kaltestress konnte durchaus mit derartigen Prozessen in Zusammenhang stehen. Denkbar
waére unter anderem, dass es unter diesen Bedingungen sowohl zur verstarkten Degradation
von bei niedrigen Temperaturen nicht benoétigen nukledren Metallproteinen als auch zur
enormen Neusynthese z.B. von Zinkionen bindenden Transkriptionsfaktoren kommt. Die
Aufnahme der bei Abbauprozessen freigesetzten Metalle und die Ubertragung von diesen
Metallen als Cofaktor auf neu gebildete Transkriptionsfaktoren und andere Metallproteine
waurde unter diesen Bedingungen die Gefahr, die von freien Schwermetallionen ausgeht, deut-
lich verringern.
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Wie weitreichend Storungen der zellularen Schwermetallhomdostase sind, zeigen Transkrip-
tomanalysen an 35S::PIC1 Mutanten. PIC1 ('Permease in chloroglasts 1" ist in der inneren
Hiillmembran der Plastiden lokalisiert und am Transport von Fe“" in die Plastiden beteiligt
(Duy et al., 2007). 35S::PIC1 Mutanten akkumulieren deutlich erhohte Mengen an Eisen in
Blattern und Bliten. Die Uberversorgung der Plastiden mit Eisen filhrt zu signifikanten Ver-
anderungen der Expression einer Reihe von Genen, die fur Schwermetalltransporter,
Metallothioneine und Proteine mit HMA Domane, wie At5g50740, CCH, AtATX1 und den
HIPPs HIPP6 (At5g03380), HIPP7 (At5¢g63530), HIPP21 (At5g17450) und HIPP26
(At4g38580), codieren (Duy et al., 2011).

Fur einen genaueren Blick auf die molekularen Mechanismen der Schwermetallhomdostase
auf zellulérer Ebene ist es erforderlich die Identitdt der Schwermetallimporter aufzuklaren,
welche den Transport iiber die Plasmamembran ins Cytosol und die Ubertragung auf die
Schwermetallchaperone bewerkstelligen. Ob die HIPPs und weitere HMA Proteine von den
Transportern der ZIP/IRT-Familie, COPT-Familie oder anderen Importern mit Schwermetall-
ionen versorgt werden, ist im Detail bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart und sollte naher
untersucht werden. Interessant ist, dass die Genexpression von AtZIP3, AtZIP4, AtZIP9 und
AtIRT3 im Spross unter Zinkmangelbedingungen deutlich induziert vorliegt und durch eine
Wiederversorgung mit Zn®* innerhalb weniger Stunden auf das Niveau der normal versorgten
Kontrollen zuriickgefahren wird (Talke et al., 2006). AtIRT3 ist am Transport von Fe** und
Zn?* beteiligt. 35S::AtIRT3 Pflanzen akkumulieren in den Wurzeln groRere Mengen an Fe?*
und Zn** und im Spross mehr Zn®* als entsprechende Kontrollpflanzen (Lin et al., 2009).
Arabidopsis bzip19/23 T-DNA Insertionsmutanten, denen die Transkriptionsfaktoren bZIP19
und bZIP23 fehlen, sind nicht in der Lage die unter Zinkmangel Ubliche Induktion der
Genexpression der Transporter ZIP1, ZIP3, ZIP4, ZIP5, ZIP9, ZIP12 und IRT3 zu bewerk-
stelligen. bzip19/23 Pflanzen reagieren hypersensitiv auf Zinkmangelbedingungen (Assuncao
et al., 2010). Diese Daten lassen vermuten, dass der Import von Zinkionen ins Cytosol tber
diese Transporter ermdglicht und reguliert wird. Auf experimentellem Weg sollte untersucht
werden, ob HIPP26 oder andere HIPPs mit diesen oder weiteren relevanten Schwermetallim-
portern in Wechselwirkung treten.

Analysen mit Arabidopsis Transposon-Insertionslinien, die keine funktionellen HIPP25
und/oder HIPP26 Gene besitzen, erbrachten bisher keine auffélligen phénotypischen Unter-
schiede zum Wildtyp. Weder bei Kélte- noch bei Salz- oder Trockenstress sind Unterschiede
nachweisbar, die auf das Fehlen von HIPP25 und/oder HIPP26 zurlickgefiihrt werden kdénnen
(siche Kapitel 3.2.2.5.1. bis 3.2.2.5.3.). Bei einer Uberversorgung mit Cu®* und Zn** sind
inhibitorische Effekte auf die Keimlinge aller Pflanzenlinien nachweisbar. Unterschiede
zwischen den Wildtyp- und hipp25, hipp26 und hipp25/26 Pflanzen kdnnen unter diesen
Schwermetallstressbedingungen nicht festgestellt werden (siehe Kapitel 3.2.2.5.4.). Obwohl
ein Vergleich dieser Linien unter Schwermetallmangelbedingungen noch aussteht und weitere
Metalle, wie Eisen, Cobald, Nickel, Cadmium und Blei noch getestet werden mussen, ist dies
ein Hinweis darauf, dass die Funktion von HIPP25 und HIPP26 zumindest teilweise durch
andere Faktoren Gibernommen oder deren Fehlen durch andere Prozesse ausgeglichen werden
kann. Phénotypische Unterschiede waren in diesem Fall nur durch das zuséatzliche
Ausschalten dieser weiteren Faktoren nachweisbar. In diesem Zusammenhang sei wiederholt
auf die grofe Homologie der Aminoséuresequenzen der HIPPs aus Cluster Il insbesondere
von HIPP25, HIPP26 und HIPP27 verwiesen (siehe Kapitel 3.2.2.).

Tehseen et al., (2010) konnten fir hipp20/21/22 Arabidopsis Mutanten eine verringerte Tole-
ranz gegeniiber Cd®* im Konzentrationsbereich von 4uM bis 6uM nachweisen, wahrend
hipp20/21, hipp20/22 und hipp21/22 Pflanzen keine erhéhte Cd?*-Sensitivitat besitzen. Diese
Daten zeigen, dass funktionelle Redundanzen fiir die HIPPs in Cluster 111 existieren.

Fur solche funktionellen Redundanzen der HIPPs aus Cluster 111 sprechen auch die Daten der
bereits diskutierten Protein-Protein Interaktionsstudien.
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Diese Analysen weisen darauf hin, dass neben HIPP26 weitere HIPPs aus Cluster I mit
ATHB29 und weiteren Transkriptionsfaktoren der Zinkfinger-Homeodomanen-Familie in
Wechselwirkung treten konnen (siehe Kapitel 3.2.2.4.). Zudem vermuten Tan und Irish,
(2006), dass funktionelle Redundanzen auch innerhalb der Familie der ATHB Transkriptions-
faktoren auftreten. Alle 13 getesteten ATHB Gene werden sehr stark in den Blitenstanden und
in gedffneten Bluten exprimiert. Die Autoren haben T-DNA Insertionslinien fur 8 unter-
schiedliche ATHB Gene untersucht. Es konnten weder Veranderungen in Bezug auf die
ablaufenden Entwicklungsprozesse noch morphologische Unterschiede zwischen den Pflan-
zen der einzelnen Linien und den Wildtypkontrollen nachgewiesen werden. Solche funktio-
nellen Redundanzen erschweren die genetischen Analysen der entsprechenden Proteinfami-
lien anhand von 'loss of function' Mutanten enorm.

Tran et al., (2007a) ist es in globalen Transkriptanalysen mittels Microarray-Technik gelun-
gen Gene zu identifizieren, deren Expression in transgenen 35S::ATHB29 Arabidopsis Pflan-
zen deutlich verstarkt bzw. verringert wird. Die Expression einiger ATHB29 abhédngiger Gene
ist in hipp26 Mutanten deutlich niedriger als in den entsprechenden Wildtypkontrollpflanzen
(siehe Kapitel 3.2.2.5.5.). Diese Genexpressionsdaten machen einen positiven Einfluss des
Metallchaperons HIPP26 auf den Transkriptionsfaktor ATHB29 sichtbar. Obwohl die
Spezifitat der Schwermetallbindung durch HIPP26 in vivo noch analysiert werden muss,
liefern diese Expressionsdaten ein weiteres Indiz fur die folgende in der vorliegenden
Dissertationsschrift herausgearbeitete Hypothese. HIPP26 transportiert als Metallchaperon
Zn**-lonen vom Importer an der Plasmamembran in den Zellkern. Dort tibergibt HIPP26 die
Zn**-lonen an den Zinkfinger-Homeodoméanen-Transkriptionsfaktor ATHB29, weitere
ATHBs und moglicherweise noch andere Zielproteine (siehe Abb. 4.1.). Wahrend die Homeo-
domane fur die Bindung der ATHBs an die DNA wichtig ist, sind die Zinkfingerbereiche fir
die Dimerisierung verantwortlich (Windhdvel et al., 2001). Einige ATHBs sind dazu féahig
Homodimere zu bilden. Die Tendenz zur Heterodimerisierung ist fur alle untersuchten
ATHBs mit z.T. erstaunlich hohen Interaktionsstarken nachweisbar. Tan und Irish, (2006)
vermuten hinter der Vielzahl an mdglichen Kombinationen zur Dimerisierung zwischen den
unterschiedlichen ATHBs eine besondere Form die Expression der entsprechenden Zielgene,
fein abgestimmt zu regulieren.

Diese Zusammenhange weisen darauf hin, welche groRe Bedeutung den Zn®* lonen als Co-
faktor zukommt. Zudem sprechen die in dieser Arbeit vorgelegten Daten dafiir, dass Metall-
chaperone wie HIPP26 und HvFP1, tUber die Bereitstellung dieses Cofaktors einen wichtigen
Einfluss auf die Prozesse haben, welche fir die Steuerung der Genexpression bei Stress und
wahrend der pflanzlichen Entwicklung verantwortlich sind.

Tran et al.,, (2007a) haben anhand einer Reihe von Daten zeigen kodnnen, das ATHB29
(ZFHD1) an der Aktivierung von Genen beteiligt ist, die bei abiotischem Stress fir die
Anpassungsreaktionen wichtig sind. 35S::ATHB29 Mutanten besitzen eine deutlich groRere
Toleranz gegenuber Wassermangel als die entsprechenden Kontrollen. Obwohl in hipp26
Mutanten einige der ATHB29 abhangigen Gene schwacher exprimiert werden als in den ent-
sprechenden Wildtypkontrollen (Kapitel 3.2.2.5.5.), wirkt sich das Fehlen von HIPP26 in den
Mutanten nicht signifikant auf die Toleranz gegeniliber Wassermangel aus (Kapitel 3.2.2.5.3.).
Dies zeigt, dass der Einfluss von HIPP26 auf das Geschehen bei der Anpassung an
Trockenheit eher gering ist. Zudem konnten Tan und Irish, (2006), wie bereits erwahnt, so-
wohl fur athb29 als auch 7 weitere T-DNA Insertionslinien in anderen ATHB Genen keinerlei
phanotypische Veranderung im Vergleich zu den Wildtypkontrollpflanzen feststellen. Dies ist
ein klarer Hinweis darauf, dass funktionelle Redundanzen auch innerhalb der Familie der
Zinkfinger-Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren existieren. Die Hefe-Zwei-Komponenten-
Analysen zur Bestimmung der Protein-Protein Wechselwirkungen zwischen den ATHBs und
den HIPPs aus Cluster 111 deuten darauf hin, dass neben HIPP26 weitere HIPPs als Schwer-
metallchaperone fur ATHB29 und andere ATHBs fungieren (Kapitel 3.2.2.4.). Um die Situa-
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tion in den hipp Mutanten genauer beschreiben zu kénnen, ware es also erforderlich, das Ver-
haltnis von ATHB29 mit und ohne Zn** als Cofaktor zu bestimmen. Wie stabil ist sind
ATHB29 Proteine mit und ohne Cofaktor?

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Frage wie viele und welche HIPPs in ent-
sprechenden Mutanten fehlen miissen, um phanotypische Unterschiede hervorzurufen, welche
auf eine Zink-Unterversorgung der ATHBs und weiterer Faktoren im Zellkern zuriickgefihrt
werden konnen.

Die relativ grofl3e Anzahl von 46 unterschiedlichen HIPPs und 30 anderen Proteinen mit HMA
Doméne in GefaRpflanzen wie Arabidopsis thaliana impliziert besondere Erfordernisse an die
molekularen Systeme, welche die Schwermetallhnombostase gewéhrleisten. Hochstwahr-
scheinlich sind die HIPPs und die anderen Proteine mit HMA Domane entscheidend an der
genau gesteuerten Verteilung essentieller und/oder toxischer Schwermetalle innerhalb pflanz-
licher Zellen beteiligt. Wie bereits erwahnt (Kapitel 1.4.) sind einige dieser Schwermetall-
proteine an der Verteilung von Kupferionen in den Zellen involviert. Dazu gehdren in Arabi-
dopsis thaliana die Kupferchaperone CCH (Himmelblau et al., 1998), AtATX1 (Andres-
Colas et al., 2006; Puig et al., 2007b) und CCS (Wintz und Vulpe, 2002; Chu et al., 2005) und
die Cu'*-transportierenden P1g-Typ ATPasen AtHMAS (Andres-Colas et al., 2006), AtHMA6
(Tabata et al., 1997, Shikanai et al., 2003), AtHMA7 (Puig et al., 2007b) und AtHMAS
(Abdel-Ghany et al., 2005). Interessant ist, dass sich deren HMA Domaénen, wie in Kapitel
3.2.1. dargestellt, phylogenetisch wahrscheinlich vom gleichen Vorlaufer ableiten, wie die
HMA Domanen der Zn**-transportierenden P1g-Typ ATPasen AtHMA2 (Eren und Argiello,
2004; Hussain et al., 2004), AtHMAZ3 (Gravot et al., 2004; Hussain et al., 2004) und AtHMA4
(Verret et al., 2004; Hussain et al., 2004). Dies fuhrt zu der Hypothese, dass eine Reihe von
HIPPs und weitere HMA Proteine aus den anderen phylogenetischen Gruppen (Kapitel
3.2.1.), entweder monovalente Kupferionen oder divalente Zink-, Cobald-, Cadmium- und
Bleiionen binden und innerhalb der Zelle zu den entsprechenden Zielen transportieren.
Solange die entsprechende Schwermetallspezifitdt unbekannt ist, sollte demnach die von
Wintz und Vulpe, (2002) sehr eng gefasste Beschreibung der Proteine mit HMA Domane als
'Kupferchaperone' zu 'Schwermetallchaperone' erweitert werden. Die in dieser Dissertations-
schrift présentierten Daten liefern Hinweise darauf, dass HIPP26 und weitere HIPPs aus
Cluster 111 des entsprechenden phylogenetischen Baumes (Abb. 3.10.) als Schwermetall-
chaperone fungieren und Zielproteine im Zellkern mit Zn?*-lonen beliefern. Eine Bestatigung
dieser Hypothese durch weitere experimentelle Analysen ware der Beginn flr ein neues
Kapitel bei der Beschreibung der molekularen Prozesse der pflanzlichen Schwermetall-
homdostase.
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